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Résumé
Les GTPases de la famille Rho (Rho, Rac et Cdc42) sont des molécules clés des
voies de signalisation intracellulaires qui contrôlent la croissance axonale des neurones en
développement. En réponse aux molécules de guidage attractives ou répulsives, elles
contrôlent l’avancement, le virage ou la rétraction de l’axone et le guident vers sa cible.
Alors que l’activation de Rac et Cdc42 est associée davantage aux signaux attractifs, Rho
est activée principalement par la signalisation répulsive, et son activation tend à freiner la
croissance. Rho pourrait donc être une composante clé dans l’absence de régénération
axonale après une lésion du système nerveux central (SNC), qui est en grande partie
attribuée à la présence de molécules inhibitrices de croissance, capables d’activer Rho.
Afin de détenniner le rôle de Rho dans l’inhibition de régénération du SNC, nous
avons utilisé le modèle de lésion du nerf optique, formé par les axones des cellules
ganglionnaires de la rétine (CGR), et nous avons étudié les effets d’un antagoniste de Rho
sur la régénération et la survie des CGR. L’inactivation de la GTPase Rho a été obtenue par
injections intraoculaires de «C3 perméable >, une version modifiée de l’antagoniste de
Rho, C3. C3 ajoute un groupement ADP-ribosyle sur l’acide aminé Asparagine 41 de Rho,
empêchant ainsi son activation, et la version modifiée comprend une séquence de transport
qui facilite l’entrée de C3 dans les cellules.
L’inactivation de Rho avec une injection de C3 perméable faite immédiatement
après la lésion a doublé la survie et quadruplé la régénération axonale des CGR après 2
semaines, par rapport aux témoins. Nous avons par la suite montré que la survie et la
régénération étaient augmentées par des traitements répétés. La survie à 2 semaines est
passée de 13,2 % à 20,1% avec des injections multiples. La régénération a plus que doublé
avec des traitements répétés, et près de 4,5% des cellules survivantes ont régénéré un axone
au-delà du site de lésion, dont près de la moitié ont atteint 500 pm. L’utilisation de
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calendriers d’injections variés nous a également permis d’établir que la fenêtre de temps
disponible pour stimuler la régénération en inactivant Rho était plus courte que celle
permettant de stimuler la survie par la même approche.
Nous avons aussi déterminé que l’inactivation de Rho ne permettait pas de rétablir
la vitesse du transport axonal lent, qui est fortement réduite par la lésion du nerf optique. Ce
résultat suggère que le traitement avec C3 perméable n’est pas suffisant pour rétablir toutes
les conditions favorisant la croissance des CGR, et pourrait expliquer pourquoi la
régénération que nous obtenons n’est pas plus élevée, malgré le fait que l’inactivation de
Rho bloque la signalisation des molécules inhibitrices. L’ensemble de nos résultats suggère
que la combinaison de C3 perméable avec un traitement qui stimulerait les conditions de
croissance des CGR pourrait être une stratégie très efficace pour stimuler leur régénération.
Mots clés Système nerveux central, nerf optique, cellules ganglionnaires de la rétine, Rho,
C3, régénération axonale, survie neuronale, transport axonal lent.
VAbstract
Rho family GTPases (Rho, Rac and Cdc42) are key moiecules in intracellular
signaling pathways controlling axonal growth during development. Reacting to attractive or
repulsive guidance cues, they control axonal elongation, tuming or retraction, and guide the
axon towards its target. Whereas Rac and Cdc42 activation are mostly associated with
attractive signais, Rho is activated mainly by repulsive eues, and its activation tends to stop
growth. Rho could be a key component in the absence of axonal regeneration following a
central nervous system (CNS) lesion, which is mainly attributed to the presence of growth
inhibitory molecules, known to activate Rho.
To determine how Rho is involved in CNS regeneration inhibition, we used the
optic nerve lesion model. We studied the effects of Rho antagonists on the survival and
regeneration of retinal ganglion celis (RGCs), the neurons whose axons make up the optic
nerve. We inactivated Rho with intraocular injections of ceil permeable C3, a modified
version of Rho antagonist C3. C3 ADP-ribosylates Rho on amino acid Asparagine 41 and
prevents its activation. The modified version has an additional transport sequence that
facilitates its entry into ceils.
Rho inactivation with a single injection of ceil permeable C3 performed
immediately afier optic nerve lesion doubled the survival and quadrupled axonal
regeneration of RGC afier 2 weeks, compared to controls. We then showed that both
survival and regeneration could be enhanced with repeated injections. Survival at 2 weeks
increased from 13.2% to 20.1% with multiple injections. Regeneration more than doubled
with repeated injections, and close to 4.5% of surviving RGCs regenerated an axon past the
lesion site, with almost haif of those reaching 500 p.m. We tested different injection
schedules, which allowed us to determine that the therapeutic window during which
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inactivating Rho can promote regeneration is shorter than the window available to stimulate
RGC survival with Rho antagonists.
We also determined that inactivating Rho did flot restore the rate of slow axonal
transport, which is greatly reduced following optic nerve axotomy. This resuit suggest that
treatment with ceil permeable C3 is flot enough to re-establish ail conditions necessary to
stimulate RGC growth. which might explain why regeneration is stiil limited in spite of the
fact that Rho inactivation stops growth inhibitors signaiing. Together, our resuits suggest
that combining celi permeabie C3 with a treatment that could prime mature RGCs into a
growth mode could be an efficient strategy to stimulate regeneration.
Keywords Centrai nervous system, optic nerve, retinai ganglion celis, Rho, C3, axonal
regeneration, neuronal survivai, slow axonal transport
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Chapitre 1. Introduction
Les neurones du système nerveux central (SNC) meurent après une lésion et ceux
qui survivent ne régénèrent pas spontanément leur axone. Les blessures du SNC peuvent
donc entraîner des pertes de fonction permanentes et être dévastatrices pour les personnes
affectées. Bien qu’on ait cru longtemps qu’il était impossible pour un neurone adulte du
SNC de régénérer un axone, on sait maintenant qu’il est possible dans certaines conditions
de stimuler une réponse régénérative. L’absence de régénération spontanée est en grande
partie attribuable à la présence de molécules inhibitrices de croissance dans le $NC adulte,
en particulier après une lésion (Yiu and FIe, 2006), et diverses stratégies ont été
expérimentées pour limiter l’effet de ces inhibiteurs et stimuler la régénération des axones
lésés (McKerracher, 2001; David and Lacroix, 2003). Certaines approches consistent à
remplacer l’environnement inhibiteur du SNC par un tissu plus permissif comme un nerf
périphérique ou des cellules de $chwann. D’autres visent à bloquer l’effet des inhibiteurs à
l’aide d’anticorps ou d’antagonistes de leurs récepteurs. Une autre approche consiste à
modifier la signalisation intracellulaire associée aux inhibiteurs en inactivant une
composante clé de cette signalisation, comme la GTPase Rho.
Plusieurs de ces stratégies ont été testées dans le nerf optique (So and Yip, 1998;
Isenmann et al., 2003). Contrairement aux autres structures et nerfs sensitifs, la rétine et le
nerf optique sont en effet des composantes du SNC. Le modèle de lésion du nerf optique est
souvent choisi pour des expériences de survie ou de régénération, parce que sa structure est
plus simple et qu’il est plus accessible que la moelle épinière. C’est le modèle de lésion que
nous avons utilisé dans les expériences présentées dans cette thèse, dont l’objectif global
2était d’étudier les effets des antagonistes de Rho sur la régénération et la survie après une
lésion du $NC.
Dans cette introduction, nous aborderons en premier le sujet de la mort cellulaire et
de l’inhibition de croissance qui suivent une lésion du système nerveux, en mettant
l’emphase sur la présence de molécules inhibitrices de croissance axonale dans le SNC.
Nous présenterons ensuite les GiPases de la famille Rho (les Rho GTPases), des molécules
clés de la réponse axonale aux molécules de guidage, attractives ou répulsives, y compris
les molécules inhibitrices de croissance. Dans cette section, l’emphase sera mise sur la
GiPase Rho et sur son implication dans l’inhibitrion de la régénération et dans la mort
cellulaire après une lésion du SNC. Finalement, ces informations seront situées dans le
contexte d’une lésion du nerf optique, qui est le modèle d’étude que nous avons choisi pour
étudier les effets d’inhibiteurs de Rho sur la survie neuronale et la régénération axonale
après une lésion du SNC.
1.1. Mort cellulaire et inhibition de la croissance axonale dans le
système nerveux central
Chaque année, les lésions de la moelle épinière font environ 10,000 nouvelles
victimes en Amérique du Nord seulement (Schwartz and Fehlings, 2002). Pendant la même
période, environ 1.5 million d’américains subissent une lésion traumatique au cerveau, et
80,000 à 90,000 d’entre eux en gardent des séquelles permanentes (Thurman et al., 1999).
3Contrairement aux lésions du système nerveux périphérique (SNP), où les neurones lésés
peuvent généralement survivre et régénérer leur axone, les lésions du SNC entraînent des
pertes de fonction permanentes parce qu’elles provoquent une mort importante des
neurones et des cellules gliales, et parce que les neurones qui survivent ne régénèrent pas
leur axone (Goldberg and Barres, 2000).
Le SNC est un environement complexe et les mécanismes entourant la mort
cellulaire et l’absence de régénération vont nécessairement varier d’un type de lésion à un
autre. Il se dégage cependant un certain nombre de caractéristiques communes que nous
présenterons dans les prochaines sections.
1.1.1. Mort cellulaire
Après une lésion traumatique du SNC, on observe deux phases de dégénérescence
cellulaire. Une phase primaire commence immédiatement après la lésion. Pendant cette
phase aigu, des neurones et cellules gliales situés dans la région immédiate de la lésion
meurent, principalement par nécrose, lorsque les membranes cellulaires et axonales sont
brisées par la force mécanique générée par la blessure (Royo et al., 2003; Hagg and
Oudega, 2006). Ces événements initiaux déclenchent une cascade de réactions telles que la
libération d’acides aminés excitotoxiques, l’inflammation, la peroxidation des lipides et la
formation de radicaux libres, qui vont entraîner une phase secondaire de dégénérescence
neuronale et gliale (Beattie et al., 2002; Morganti-Kossmann et al., 2002; Keane et al.,
42006), qui peut durer des mois ou même des années dans le cas de lésions de la moelle
épinière chez l’humain (Hagg and Oudega, 2006).
Nous savons maintenant que la mort apoptotique de neurones et de cellules gliales
s’ajoute à la mort nécrotique pendant cette phase chronique. Des caractéristiques
morphologiques et biochimiques de l’apoptose ont été observées dans des modèles de
lésion de la moelle épinière, de lésion traumatique au cerveau, de lésion du nerf optique et
d’ischémie cérébrale (Berkelaar et al., 1994; Liu et al., 1997; Springer et al., 1999; Eldadah
and Faden, 2000; Zhang et al., 2005). La présence de cellules apoptotiques peut être
observée très rapidement après une lésion. Par exemple, après une lésion de la moelle
épinière par contusion chez le rat, on peut voir des neurones apoptotiques près du site de
lésion aussi rapidement que 4 à 6 heures plus tard (Liu et al., 1997; Springer et al., 1999).
Après quelques jours, on verra aussi beaucoup d’oligodendrocytes avec une morphologie
apoptotique, qui peuvent être à plusieurs millimètres du site de lésion (Liu et al., 1997;
Springer et al., 1999).
L’activation de la caspase-3, une des principales caspases effectrices de l’apoptose,
a été démontrée dans un grand nombre de modèles de lésions du SNC (Eldadah and faden,
2000). L’inhibition de cette caspase a d’ailleurs permis d’augmenter la survie neuronale
après une lésion du nerf optique (Kermer et al., 1999a), de même qu’après une lésion
traumatique au cerveau (Clark et al., 2000) ou dans un modèle d’ischémie cérébrale (Chen
et al.. 199$). confirmant la contribution de l’apoptose à la mort de neurones. On ne connaît
5cependant pas spécifiquement les stimuli initiateurs de l’apoptose. L’activation de la
caspase-9 a été rapportée dans plusieurs modèles, suggérant que la voie apoptotique
intrinsèque est activée par un stress intracellulaire (Eldadah and Faden, 2000; Yakovlev and
faden, 2001; Weishaupt et al., 2003). L’implication de la caspase-8 semble avoir été moins
étudiée, mais elle a été observée après des lésions traumatiques au cerveau (Zhang et al.,
2003), des lésions du nerf optique (Weishaupt et al., 2003) et de la moelle épinière
(Matsushita et al., 2000; Keane et al., 2001), suggérant l’implication de la voie apoptotique
extrinsèque et de ses activateurs, les récepteurs du Tumor Necrosis Factor (TNFR) et
Fas/CD95.
Plusieurs expériences associent le récepteur fas ou son ligand, fasL, à la mort
cellulaire résultant d’une lésion du SNC. Dans des tissus humains provenant de patients
opérés à la suite d’un traumatisme crânien, on a observé une corrélation entre
l’augmentation de fas et celle de la caspase-8, alors que les niveaux de fas étaient plus
élevés chez les patients qui n’ont pas survécu au traumatisme (Zhang et al., 2003). Dans un
modèle de section transversale de la moelle épinière chez la souris, une forte augmentation
de FasL a été observée, maximale au jour 3 (Demjen et al., 2004). De plus, l’utilisation
d’anticorps anti-fasL a permis d’augmenter la régénération et d’améliorer la locomotion
(Demjen et al., 2004). Aussi, l’utilisation de souris mutantes déficientes pour Fas a permis
de diminuer la mort apoptotique des oligodendrocytes, de préserver la myéline et
d’améliorer la locomotion 6 semaines après une compression de la moelle épinière,
6suggérant une implication de Fas dans la mort apoptotique des oligodendrocytes et la
démyélination (Casha et al., 2005).
Le TNFa (Tumor necrosis factor Œ) a aussi été impliqué dans la mort cellulaire
après lésion du SNC. Dans un modèle de compression de la moelle épinière chez le rat, une
forte augmentation de TNFa a été observée 1 heure après la lésion, suivie rapidement d’une
augmentation de l’expression de iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) et de NO (Nitric
Oxide). L’utilisation d’un anticorps neutralisant le TNFŒ a entraîné une diminution de
iNOS, de NO et du nombre de cellules apoptotiques, suggérant un mécanisme où
l’augmentation de TNf après la lésion induirait l’augmentation de iNOS et la production de
NO, qui induirait ensuite l’apoptose (Lee et al., 2000; Yune et al., 2003). Après une
ischémie cérébrale par occlusion de l’artère cérébrale médiane, l’utilisation d’anticorps
anti-TNfŒ et anti-FasL a diminué la mortalité animale et permis de réduire de près de 70%
le volume de lésion, 24 heures après la reperfusion (Martin-Villalba et al., 2001).
Ces résultats suggèrent que FasL et TNFŒ sont impliqués dans la mort cellulaire
dans plusieurs types de lésion du SNC, mais leur contribution directe à l’initiation de
l’apoptose n’est pas démontrée.
Finalement, il est intéressant de noter que l’apoptose peut être observée même
lorsque le corps cellulaire se trouve très loin du site de lésion initial de l’axone. Hains et al
ont observé l’apoptose de neurones dans le cortex moteur primaire à la suite d’une section
7transversale de la voie corticospinale en T9 chez le rat (Hains et al., 2003). On observe
également la mort de cellules ganglionnaires de la rétine à la suite d’une lésion du nerf
optique, même lorsque la lésion s’effectue à plusieurs millimètres des corps cellulaires
(Villegas-Perez et al., 1993; Berkelaar et al., 1994). De façon générale, il semble que les
neurones soient plus à risque de mourir si l’axone lésé n’a pas de branches collatérales ou si
la lésion se situe proximalement aux collatérales (Batchelor and Howells, 2003). De plus, la
mort surviendrait plus rapidement si la lésion axonale est près du corps cellulaire que si elle
en est éloignée (Villegas-Perez et al., 1993). Bien qu’on ne connaisse pas encore le
mécanisme par lequel les neurones meurent après une lésion de leur axone, ces résultats
suggèrent qu’un support trophique rétrograde pourrait contribuer à prolonger leur survie.
Nos connaissances sur les mécanismes entraînant la mort cellulaire après une lésion
du SNC augmentent constamment, mais le SNC est complexe et les enseignements tirés
d’un modèle ne s’appliquent pas nécessairement à un autre. L’identification de ces
mécanismes est cependant cruciale si on veut profiter du délai thérapeutique que la phase
secondaire de dégénérescence nous accorde pour intervenir et limiter la mort cellulaire.
1.1.2. Inhibition de croissance
On sait depuis longtemps que les neurones du SNC ne régénèrent pas spontanément
leur axone après une lésion. Dès le début du vingtième siècle, Cajal notait l’absence de
croissance des axones lésés, malgré la présence d’un bourgeonnement à l’extrémité du
tronçon proximal de ces axones (Cajal, 192$). On a ensuite longtemps cru que les neurones
$adultes lésés étaient incapables de régénérer un axone, malgré les travaux de Cajal et de ses
étudiants et collaborateurs, qui suggéraient que des axones lésés pouvaient repousser dans
l’environnement plus permissif d’un nerf périphérique (Cajal, 1928). Les techniques de
l’époque ne permettant pas de confirmer l’origine des axones croissant dans le tissu greffé,
ces résultats ont été mis en doute et pratiquement oubliés jusqu’au début des années 1980.
À l’aide de techniques permettant de retracer l’origine des fibres nerveuses, Albert Aguayo
et son équipe ont alors montré que des neurones de la moelle épinière (Richardson et al.,
1980; David and Aguayo, 1981; Richardson et al., 1982; Richardson et al., 1984), du
cerveau (Benfey and Aguayo, 1982) et de la rétine (So and Aguayo, 1985; Vidal-Sanz et
al., 1987) pouvaient effectivement régénérer dans un greffon de nerf périphérique. Ils ont
aussi montré que des cellules ganglionnaires de la rétine régénérant dans un nerf
périphérique pouvaient sortir du greffon et pénétrer dans le collicule supérieur, leur cible
principale chez les rongeurs, pour former des synapses fonctionnelles (Keirstead et al.,
1985; Carter et al., 1989; Keirstead et al., 1989; Vidal-Sanz et al., 1991). Ces expériences
confirmaient donc que plusieurs types de neurones adultes du SNC étaient capables de
régénérer un axone, et suggéraient que l’absence de régénération spontanée était due à la
nature non permissive de l’environnement du SNC. Au cours des 25 dernières années, on a
beaucoup étudié cet environnement et on sait maintenant que les axones qui tentent de
croître après une lésion du SNC sont exposés non seulement à la barrière physique que peut
représenter la cicatrice gliale qui se forme au site de lésion, mais aussi à une multitude de
9molécules inhibitrices sécrétées après une lésion par les cellules qui forment la cicatrice, ou
présentes de façon constitutive dans la myéline.
1.1.2.1. Molécules inhibitrices de la cicatrice gliale
Après une blessure du SNC, on observe la formation d’une cicatrice au site de
lésion (Fawcett and Asher, 1999; Silver and Miller, 2004). Cette cicatrice est
principalement formée d’astrocytes réactifs, mais peut comprendre aussi d’autres types
cellulaires tels que fibroblastes, macrophages, microglies et cellules précurseurs
d’oligodendrocytes (Fawcett and Asher, 1999; Silver and Miller, 2004; Yiu and He, 2006).
Bien que cette structure ait possiblement un effet protecteur pour le tissu lésé en
circonscrivant la zone de la lésion (Faulkner et al., 2004; Silver and Miller, 2004), elle
représente aussi une barrière à la régénération axonale. La cicatrice peut prendre plusieurs
jours et même plusieurs semaines à se former complètement et peut alors devenir une
barrière physique importante (Silver and Miller, 2004). Mais elle peut beaucoup plus
rapidement représenter une barrière chimique pour les axones qui tentent de régénérer,
puisque les cellules précurseurs d’oligodendrocytes et les astrocytes présents dans la
cicatrice commencent à sécréter des molécules de protéoglycanes de type chondroïtine
sulfate (CSPG pour chondroitin sulfate proteoglycans) dans les premières 24 heures après
une lésion (Selles-Navarro et al., 2001; Tang, 2003). Ces molécules ont un corps protéique
auquel s’attachent de façon covalente de longues chaînes d’hydrates de carbones, qu’on
appelle des glycosaminoglycanes (GAG) (Morgenstern et al., 2002). La nature inhibitrice
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de ces molécules pour les axones en croissance a été démontrée in vitro (McKeon et al.,
1991; Dergham et al., 2002) et in vivo, quand la dégradation des chaînes de GAG par un
traitement à la chondroïtinase a stimulé la régénération axonale dans des modèles de lésion
de la moelle épinière (Bradbury et al., 2002; Houle et aI., 2006) et de la voie nigrostriatale
(Moon et al., 2001). En plus de sécréter des CSPG, les cellules qui forment la cicatrice
semblent capables d’exprimer d’autres molécules inhibitrices ou répulsives pour les axones
en croissance, telles que des sémaphorines et des éphrines (Fawcett and Asher, 1999;
Pasterkamp and Verhaagen, 2001; Silver and Miller, 2004). Les récepteurs des
sémaphorines et des éphrines sont identifiés, mais on ne connaît toujours pas l’identité des
molécules par lesquelles les CSPG transmettent leur signal inhibiteur aux cellules. On sait
par contre que toutes ces molécules activent des voies de signalisation intracellulaire qui
mèneront à l’activation de la GTPase Rho. Comme nous le verrons plus tard, Rho est une
molécule clé dans l’action des inhibiteurs de croissance, par son effet sur le cytosquelette
au niveau du cône de croissance.
1.1.2.2. Molécules inhibitrices de la myéline
C’est Martin Berry, au début des années 1980, qui aurait été le premier à suggérer
que la myéline du SNC puisse inhiber la régénération axonale (He and Koprivica, 2004).
Depuis ce temps, plusieurs molécules inhibitrices de la croissance axonale présentes dans la
myéline ont été identifiées. Les plus étudiées sont Nogo, myelin-associated glycoprotein
(MAG) et oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp). On a également identifié un
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complexe de récepteur commun à ces 3 protéines, soit NgRIp75NTITROY/L1NGO1
(Nogo receptor/p75Nt0tt0mn receptor.TROy!LFNGO.. 1).
1.1.2.2.1. Nogo
L’effet inhibiteur de la myéline a été démontré en premier dans le laboratoire de
Martin Schwab (Caroni and Schwab, 198$a, b). Caroni et Schwab ont montré que des
protéines membranaires de la myéline inhibaient la croissance neuritique (Caroni and
$chwab, 1988a). Ils ont généré des anticorps monoclonaux (IN-1 et IN-2) contre ces
protéines inhibitrices, et leur utilisation a favorisé la croissance sur la myéline in vitro
(Caroni and Schwab, 198$b). Deux ans plus tard, Schnell et Schwab publiaient dans Nature
les résultats de l’utilisation in vivo de iN-l, qui stimulait la régénération axonale après une
lésion complète de la voie corticospinale (Scimeli and Schwab, 1990). C’est en 2000 que
l’antigène de iN-1, Nogo, a finalement été cloné par 3 groupes différents (Chen et al., 2000;
GrandPre et al., 2000; Prinjha et al., 2000). Nogo existe sous 3 isoformes, Nogo-A, Nogo-B
et Nogo-C. Les 3 isoformes ont une partie C-terminale identique, de même que 2 domaines
transmembranaires séparés par une boucle de 66 acides aminés (Nogo-66). Nogo-A
possède une section N-terminale qui lui est spécifique, plus longue que celle de Nogo-B et
C (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000; Prinjha et al., 2000). Nogo-A est fortement
exprimé dans le SNC, surtout dans les oligodendrocytes, mais aussi dans certains types de
neurones, alors que les 2 autres isoformes sont largement exprimées à l’extérieur du SNC
(fluber et al., 2002). Deux domaines inhibiteurs de croissance neuritique ont été identifiés
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chez Nogo-A: Nogo-66, qu’on trouve aussi dans les autres isoformes et une section de la
portion N-terminale spécifique à Nogo-A, qu’on nomme Amino-Nogo (Chen et al., 2000;
GrandPre et al., 2000; Prinjha et al., 2000; foumier et al., 2001). On ne sait pas avec
certitude quels domaines de Nogo-A sont intracellulaires ou extracellulaires puisque
plusieurs modèles de topologie membranaire ont été proposés et pourraient coexister in vivo
(Figure 1) (GrandPre et al., 2000; Huber and Schwab, 2000; Oertie and Schwab, 2003).
Une lésion du SNC brisant la myéline rendrait cependant ces domaines inhibiteurs
accessibles aux axones, quelle que soit leur configuration initiale.
Figure 1. Configurations membranaires de Nogo-A, -B et —C.
Intracellulaire
Nogo A NogoR NogoC
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Figure 1. Configurations membranaires de Nogo-A, -B et -C.
Nogo existe sous 3 isoformes: Nogo-A, Nogo-B et Nogo-C. Nogo-A
pourrait avoir 3 topologies membranaires différentes, alors qu’une
seule a été établie pour Nogo-B et Nogo-C.
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1.1.2.2.2. Myelin-Associated Glycoprotein (MAG)
MAG est une protéine transmembranaire de la superfamille des immunoglobulines,
qu’on trouve uniquement dans la myéline. C’est la première protéine inhibitrice de la
myéline à avoir été identifiée et cette identification a été faite simultanément par 2 groupes,
en 1994 (McKerracher et al., 1994; Mukhopadhyay et al., 1994). Contrairement à Nogo-A,
qu’on ne retrouve que dans le SNC, MAG s’exprime à la fois dans les oligodendrocytes du
SNC et dans les cellules de Schwann du SNP (Salzer et al., 1987; McGee and $trittmatter,
2003). Tant dans le SNC que dans le SNP, on trouve MAG dans les feuillets internes de la
myéline, donc à proximité des axones (f ilbin, 2003). Il existe des formes solubles de MAG
(sMAG) in vivo dans la matière blanche à la suite d’une lésion (Tang et al., 1997) et
l’équipe de Marie Filbin a montré que sMAG contribue fortement à inhiber la croissance
axonale (Tang et al., 2001). Il est intéressant de noter que si la croissance axonale de
neurones adultes du SNC est inhibée par MAG, sa présence stimule la croissance de
neurones en développement. Ce passage de la stimulation à l’inhibition se fait autour de la
naissance, le moment exact variant selon le type de neurone (DeBellard et al., 1996).
1.1.2.2.3. Oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp)
OMgp est une protéine d’environ 120 kDa, liée à la membrane par une ancre
glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) (Mikol and Stefansson, 1988). Bien qu’ on l’ait
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d’abord associée aux oligodendrocytes, il a plus tard été montré que c’était aussi une
protéine neuronale dans le SNC (Habib et al., 1998). Une étude récente de David Colman et
collègues suggère qu’OMgp serait surtout associée à des cellules de type oligodendrocyte,
mais non myélinisantes, possiblement des cellules précurseurs d’oligodendrocytes
localisées près des noeuds de Ranvier (Huang et al., 2005). Cette étude a aussi montré pour
une première fois une faible présence d’OMgp dans le SNP. C’est en 2002 que 2 groupes
ont parallèlement démontré qu’OMgp pouvait inhiber la croissance axonale (Kottis et al.,
2002; Wang et al., 2002b) et l’étude du Dr Colman mentionnée plus tôt appuie ces résultats
en suggérant qu’OMgp jouerait un rôle dans la formation des noeuds de Ranvier et
contribuerait à bloquer le bourgeonnement axonal collatéral (Huang et al., 2005).
1.1.2.2.4. Autres inhibiteurs dans la myéline
En plus de Nogo, MAG et OMgp, on trouve aussi dans la myéline adulte d’autres
molécules inhibitrices pour la croissance neuritique, telles les CSPG Versican V2 ou
Brevican, dont l’effet inhibiteur sur la croissance axonale a été démontré in vitro (Yamada
et al., 1997; Niederost et al., 1999; Schmalfeldt et al., 2000). Ces 2 CSPG s’expriment dans
le SNC vers la fin du développement et leur expression persiste chez l’adulte (Seidenbecher
et al., 199$; Schmalfeldt et al., 2000). L’expression de Versican V2 et de Brevican a été
spécifiquement démontrée dans le nerf optique de souris et de rats adultes, et pourrait
contribuer à l’inhibition de la régénération après une lésion du nerf optique.
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1.1.2.3 Le complexe NgRJp75NTlTROY/LINGO1: récepteur commun pour Nogo
66, MAG et OMgp
Un récepteur pour Nogo (NgR pour Nogo receptor) a été cloné en 2001 par l’équipe
de Stephen Strittmatter (Foumier et aI., 2001). La protéine, d’environ $5 kDa, est liée à la
membrane par une ancre GPI. NgR est fortement exprimé dans le cerveau et son expression
dans les neurones et leurs axones a été associée à plusieurs types neuronaux (fournier et al.,
2002b; McGee and Strittmatter, 2003). La première étude avec NgR montrait que le
récepteur liait Nogo-66 avec une haute affinité, mais suggérait que NgR ne liait pas Amino
Nogo (Foumier et ai., 2001). Une étude plus récente a cependant démontré qu’une partie de
Amino-Nogo pouvait lier NgR, sans entraîner d’inhibition de croissance (Ru et al., 2005), à
moins que cette liaison ne se fasse en même temps que la liaison de Nogo-66 au récepteur
NgR. Cette combinaison de 2 domaines de Nogo-A créerait un ligand de plus haute affinité
encore pour NgR que Nogo-66 seul et inhiberait fortement la croissance axonale (Ru et al.,
2005). Cette combinaison serait possible in vivo puisqu’une des conformations
membranaires suggérée pour Nogo-A est que Amino-Nogo et Nogo-66 se retrouvent tous
les 2 du côté extracellulaire de la membrane plasmique des oligodendrocytes (Oertie et al.,
2003) (Figure 1).
Moins d’un an après le clonage du récepteur, il a été démontré par les laboratoires
de Stephen Strittmatter et de Marie filbin que MAG était aussi un ligand pour NgR
(Domeniconi et al., 2002; Liu et al., 2002). Toujours en 2002, en même temps qu’ils
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identifiaient OMgp comme protéine inhibitrice de la croissance axonale, l’équipe de
Zhigang He montrait que le récepteur d’OMgp était aussi NgR (Wang et al., 2002b).
Puisque le récepteur NgR est une protéine extracellulaire à ancre GPI, il n’a pas de
domaine intracellulaire et doit donc interagir avec d’autres protéines pour transmettre son
message inhibiteur. Toshihide Yarnashita a d’abord démontré que 75NTP, un récepteur des
neurotrophines de la famille des Tumor Necrosis factor (TNF), était impliqué dans la
transmission intracellulaire du signal de MAG (Yamashita et al., 2002). Quelques mois plus
tard, l’association de 75NT et de NgR dans la transmission des signaux de MAG, OMgp
et Nogo était démontrée (Wang et al., 2002a; Wong et al., 2002). Un troisième partenaire à
ce complexe de récepteur s’est ensuite ajouté quand il a été démontré qu’une protéine
transmembranaire nommée LINGO- 1 (pour LRR and 1g domain-containing, Nog receptor
interacting protein) liait NgR et 75NTR pour transmettre le signal des molécules inhibitrices
(Mi et al., 2004). finalement, le fait que 75NTR ne s’exprime pas dans plusieurs
populations de neurones adultes a mené à la recherche d’un substitut pour ce co-récepteur.
TROY, un autre membre de la famille des récepteurs de TNf aussi appelé TAJ, a été
identifié comme partenaire de NgR et LINGO-1 dans la transmission du signal des
inhibiteurs de la myéline (Park et al., 2005; Shao et al., 2005).
On a donc 3 protéines sans similitude de domaine ou de séquence apparente, qui
utilisent un même complexe de récepteurs pour bloquer la
croissance axonale. Un rôle pour NgR dans l’inhibition associée à Nogo-66, MAG et
1$
OMgp a été bien établi in vitro (GrandPre et al., 2000; fournier et al., 2001; Domeniconi et
al., 2002; Fournier et al., 2002a; Liu et al., 2002; Wang et al., 2002b), mais l’importance
réelle de NgR dans l’inhibition de la régénération axonale in vivo est toujours en
discussion. En effet, si plusieurs études utilisant des antagonistes de NgR, des dominants
négatifs de NgR, ou même des souris knock-out pour NgR suggèrent un rôle important de
NgR dans l’inhibition de régénération après une lésion du SNC (GrandPre et al., 2002;
Fischer et al., 2004a; Lee et al., 2004; Li et al., 2004; Li et al., 2005), des expériences
récentes utilisant des souris knock-out pour le gène ne montrent aucune stimulation de
régénération après lésion de la voie corticospinale par rapport aux témoins de type sauvage
(Kim et al., 2004a; Zheng et al., 2005). Une explication de ce résultat pourrait être
l’existence d’autres récepteurs capables de lier Nogo-66, MAG et OMgp et d’entraîner la
transmission de leur signal. D’ailleurs, l’action inhibitrice de MAG en absence de NgR a
été démontrée (Niederost et al., 2002) et des expériences récentes ont également démontré
que MAG pourrait lier NgR2, un homologue de NgR (Venkatesh et al., 2005). Aussi,
l’élimination du gène de NgR pourrait entraîner des effets compensatoires comme
l’augmentation de l’expression de ces autres récepteurs ou des récepteurs d’autres
inhibiteurs comme les CSPG ou Amino-Nogo.
Nous avons déjà mentionné que les molécules inhibitrices de la cicatrice gliale
activaient la GTPase Rho. C’est ce que font aussi les molécules inhibitrices de la myéline.
L’activation du complexe Ngp75NTRTROY/LINGOl mène effectivement à une voie de
signalisation qui inclut l’activation de Rho, comme nous le verrons plus tard.
19
1.1.2.4. Autres considérations relatives aux inhibiteurs de la régénération axonale
Plusieurs facteurs extrinsèques peuvent ainsi affecter la capacité d’un neurone à
régénérer, mais des facteurs intrinsèques influencent également la réponse neuronale. Un de
ces facteurs qui a reçu beaucoup d’attention au cours des dernières années est l’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). On sait maintenant que le niveau d’AMPc peut
déterminer la direction du cône de croissance axonal en présence de MAO ou de myéline.
En effet, en culture en présence d’AMPc élevé, les cônes de croissance de neurones spinaux
de Xénopus sont attirés par MAO ou par la myéline alors qu’ils sont repoussés par ces
molécules quand le niveau d’AMPc est bas (Song et al., 199$). Certaines molécules de
guidage peuvent aussi être attractives ou répulsives pour un neurone en fonction du niveau
d’AMPc (Ming et al., 1997). Le niveau d’AMPc affecte aussi la croissance des neurones
mis en culture sur des substrats inhibiteurs. Par exemple, sur un substrat de MAO,
l’inhibition de croissance de neurones post-nataux (neurones du cervelet ou neurones des
ganglions des racines dorsales) est abolie si l’AMPc est augmentée dans le milieu de
culture (Cai et al., 1999). De même, l’augmentation du niveau d’AMPc par l’ajout de
Forskolin dans le milieu de culture stimule la croissance de cellules granulaires du cervelet
(P7-P$) sur un substrat normalement inhibiteur d’Amino-Nogo (Bandtlow, 2003).
Le niveau d’AMPc varie avec l’âge. L’équipe de Marie filbin a montré en 2001,
dans plusieurs types de neurones, que le niveau intracellulaire d’AMPc chutait
dramatiquement à la fin du développement (Cai et al., 2001). Ils ont aussi démontré que
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cette diminution du niveau d’AMPc coïncidait avec le moment où les neurones
commençaient à être inhibés par MAG (Cai et al., 2001). Les neurones embryonnaires sont
en effet capables de croître sur MAG, mais cette capacité est perdue à la naissance ou
quelques jours plus tard, l’âge exact variant selon le type neuronal (Mukhopadhyay et al.,
1994; DeBellard et al., 1996; Turnley and Bartlett, 1998). La diminution du niveau
d’AMPc contribuerait donc à l’action des molécules inhibitrices, une hypothèse que
viennent appuyer les expériences utilisant des lésions préalables (conditioning lesion) ou
des neurotrophines pour stimuler la régénération axonale. Il a en effet été démontré que la
régénération de la branche centrale de neurones des ganglions des racines dorsales est
augmentée si on a fait une lésion préalable de la branche périphérique et que cette
augmentation est associée à une hausse du niveau d’AMPc (Neumann and Woolf, 1999;
Neumann et al., 2002b; Qiu et al., 2002). La diminution de l’effet inhibiteur de MAG ou de
la myéline, observée quand des neurones en culture sont préalablement exposés à des
neurotrophines, a aussi été associée à une augmentation du niveau d’AMPc (Cai et al.,
1999; Gao et al., 2003). Ensemble, ces données suggèrent que l’augmentation du niveau
d’AMPc pourrait être une condition nécessaire pour stimuler la croissance de neurones
adultes dans l’environnement inhibiteur du SNC.
L’absence de régénération dans le SNC serait donc attribuable en grande partie à
des facteurs extrinsèques, comme les molécules inhibitrices présentes au niveau de la
cicatrice gliale et de la myéline, mais aussi à des facteurs intrinsèques aux neurones,
comme la diminution du niveau dAMPc chez l’adulte.
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1.2. La GTPase Rho
La GTPase Rho appartient à la famille Rho des petites protéines G, elle-même une
composante de la superfamille des petites protéines G. Avant de parler spécifiquement de
Rho, nous présenterons cette grande famille de protéines.
1.2.1. Les petites protéines G
1.2.1.1. Caractéristiques générales
Les petites protéines G (nommées ainsi à cause de leur capacité à se lier à des
nucléotides de guanosine) forment une superfamille de plus de 100 protéines
monomériques de 20 à 40 kDa, séparées en 5 grandes familles en fonction de leur
structure; Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf et Ran (Takai et al., 2001). Elles sont impliquées dans
un grand nombre de fonctions cellulaires dont les principales par famille sont l’expression
génique (Ras), la régulation du cytosquelette et l’expression génique (Rho), la formation et
le transport de vésicules (Rab et Sarl/Arf), l’organisation des microtubules de même que le
transport entre le noyau et le cytosol (Ran) (Takai et al., 2001). Les petites protéines G
agissent comme des interrupteurs moléculaires, qui peuvent déclencher ou terminer une
fonction biochimique donnée en réponse à une variété de stimuli extracellulaires. Cette
capacité est due au fait qu’elles alternent entre une conformation active, quand elles sont
liées au guanosine triphosphate (GTP), et une conformation inactive, quand elle sont liées
au guanosine diphosphate (GDP). L’activation de la petite protéine G prend fin quand celle-
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ci actionne sa fonction GTPasique et transforme le GTP en GDP. C’est à cause de cette
fonction intrinsèque que ces protéines sont aussi appelées des petites GTPases. Quand elles
sont sous leur forme active, elles peuvent interagir avec des protéines effectrices et
entraîner leur activation. Le mécanisme le plus commun par lequel les GTPases activeraient
leurs effecteurs serait d’entraîner un changement de conformation chez ces derniers
(Bishop and Hall, 2000). Le domaine fonctionnel de plusieurs des effecteurs serait en effet
bloqué par des interactions moléculaires autoinhibitrices et la liaison de la GTPase
modifierait leur conformation de façon à ce qu’ils deviennent actifs (Bishop and Hall, 2000;
Mueller et al., 2005; Zhao and Manser, 2005).
1.2.1.2. Régulateurs des petites protéines G
Il existe 3 types de molécules qui régulent le passage entre les formes actives et
inactives des petites GTPases ; les facteurs d’échange du nucléotide guanine (ou GEFs pour
«guanine exchange factors »), les protéines activatrices de la GTPase (ou GAPs pour
« GTPase activating proteins ») et les inhibiteurs de dissociation du nucléotide guanine (ou
GDIs pour «guanine nucleotide dissociation inhibitors ») (Takai et al., 2001;
DerMardirossian and Bokoch, 2005) (Figure 2).
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Figure 2. Cycle de régulation des GlPases.
Figure 2. Cycle de régulation des GTPases. Les GiPases alternent entre un état
inactif (liées au GDP) et un état actif (liées au GTP). Ce passage d’un état à l’autre
est régulé par les GDls,qui séquestrent les GTPases inactives dans le cytosol, par les
GEFs, qui stimulent l’activation des GlPases, et par les GAPs, qui favorisent leur
désactivation. GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors), GEFs (guanine
exchange factors), GAPs (GTPase activating factors).
Membrane
cellulaire
Signalisation
intracellulaire
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Les GEFs stimulent l’activation des GTPases en catalysant l’échange du GDP pour
le GTP, un processus intrinsèquement lent. Les GAPs contribuent à I’inactivation des
GTPases en accélérant l’hydrolyse du GTP en GDP, un autre processus relativement lent.
Finalement, les GDIs empêchent l’échange du GDP pour le GTP et séquestrent donc les
GTPases dans leur forme inactive (Takai et al., 2001). On a identifié des GEFs et des GAPs
dans toutes les familles de petites GTPases, mais l’existence des GDIs n’a été démontrée
que dans les familles Ran, Rab et Rho jusqu’ici (Takai et al., 2001).
1.2.2. La famille Rho des petites GTPases
On a identifié jusqu’ici plus de 20 membres de cette famille chez les mammifères
(Jaffe and Hall, 2005; Rossman et al., 2005) et parmi eux, les mieux étudiés et caractérisés
sont Rho, Rac et Cdc42. Rho a 3 isoformes principales (RhoA, RhoB et RhoC), Rac en a
aussi 3 (Rad, Rac2 et Rac3), et Cdc42 n’en a qu’une (Jaffe and Hall, 2005). Dans la
littérature, on réfère souvent à ce groupe de 7 protéines par le terme «Rho GTPases ».
C’est aussi ce que je ferai pour la suite de ce texte, alors que les termes Rho ou Rac
désigneront les 3 isoformes de leur groupe respectif.
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1.2.2.1. Structure et caractéristiques générales.
Les Rho GlPases, comme les autres petites protéines G, possèdent 2 régions qu’on
appelle < switch 1 > et « switch 2 », qui changent de conformation selon leur liaison au
GDP ou au GTP. et qui sont importantes pour l’interaction des GTPases avec leurs
partenaires cellulaires (Vetter and Wittinghofer, 2001; Rossman et al., 2005). Elles ont
aussi un site de liaison pour le Mg2’ qui est requis pour stabiliser la liaison du nucléotide
(Rossman et al., 2005). Dans les cellules au repos, les Rho GTPases se trouvent
principalement dans le cytosol, dans leur conformation inactive (c.-à.d. liée au GDP) et
associées aux GDIs (Van Aelst and lYSouza-Schorey, 1997; Olofsson, 1999). Pour pouvoir
être activées par les GEFs et jouer leur rôle biologique, les GTPases doivent non seulement
se dissocier du GDI, mais elles doivent aussi s’associer à la membrane plasmique. Les
GiPases possèdent donc en C-terminal un domaine contenant une cystéine qui servira de
site d’attache pour l’ajout de 1 ou 2 groupes lipidiques famésyl ou géranyl. Cette
modification post-traductionelle permettra aux GTPases de s’ ancrer à la membrane et
d’êtres activées (Olofsson, 1999; Wennerberg and Der, 2004; Dransart et al., 2005).
1.2.2.2. Régulation des Rho GTPases
L’ajout de lipides en C-terminal constitue une forme de régulation des GTPases
puisque leur activation et fonction sont dépendantes de leur ancrage aux membranes
(Wennerberg and Der, 2004). Cependant, ce sont les GDIs, GEFs et GAPs qui sont les
régulateurs les mieux caractérisés des Rho GTPases (Figure 2). Comme nous l’avons
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mentionné plus tôt, les GDIs séquestrent les GTPases inactives (je liées au GDP) dans le
cytosol jusqu’à leur activation par les GEFs (échange GDP pour GTP), alors que les GAPs
contribuent à désactiver les GTPases (ie hydrolyse du GTP en GDP).
1.2.2.2.1. Régulation par les inhibiteurs de dissociation du nucléotide guanine (GDIs)
La première GDT a été identifiée à la fin des années 1980, dans le laboratoire de
Yoshimi Takai (Sasaki and Takai, 1998). À ce jour, seulement 3 GDIs pouvant agir sur les
Rho GTPases ont été identifiées (Olofsson, 1999; DerMardirossian and Bokoch, 2005;
Dovas and Couchman, 2005; Dransart et al., 2005). L’expression de RhoGDI-l est
ubiquitaire, alors que RhoGDI-2 est exprimé seulement dans les cellules hématopoïétiques
et que RhoGDI-3 est surtout exprimé dans le cerveau (Olofsson, 1999; Dransart et al.,
2005). RhoGDI-1 peut lier RhoA, RhoC, Rad, Rac2 et Cdc42, mais sa capacité à lier
RhoB est controversée (DerMardirossian and Bokoch, 2005). RhoGDI-2 peut lier RhoA,
Rad, Rac2 et Cdc42, alors que RhoGDI-3 ne lierait que RhoB (DerMardirossian and
Bokoch, 2005). Les souris RhoGDI-1 -I- sont viables, mais présentent des problèmes de
reproduction et meurent à l’intérieur d’un an à cause de problèmes rénaux (Togawa et al.,
1999). Les souris RhoGDI-2 -I- sont viables mais présentent certains problèmes de réponse
immunitaire (Yin et al., 1997).
Globalement, on peut dire que les RhoGDIs exercent leur régulation des Rho
GTPases en contrôlant leur changement de localisation, c.-à-d. leur alternance entre
membrane et cytosol (Olofsson, 1999; Wennerberg and Der, 2004; DerMardirossian and
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Bokoch, 2005; Dransart et aL, 2005). Au repos, les Rho GTPases sont dans le cytosol, sous
leur forme inactive liée au GDP, et elles sont associées aux GDIs, qui bloquent la
dissociation de GDP. Quand elles sont détachées des RhoGDIs, les Rho GTPases peuvent
s’associer à la membrane et être activées par les GEFs, et il est possible que les GDIs
puissent cibler les GTPases à des membranes spécifiques en se liant à d’autres protéines ou
par phophorylation (Wennerberg and Der, 2004; Dransart et al., 2005). À la fin du cycle
d’activation de la GTPase, les RhoGDIs pourraient les extraire de la membrane pour les
séquestrer à nouveau dans le cytosol (Olofsson, 1999; Dovas and Couchman, 2005). Les
RhoGDI pourraient aussi se lier à des Rho GTPases actives, donc liées au GTP, et cette
association bloquerait à la fois l’hydrolyse du GTP et la liaison aux effecteurs (Scita et al.,
2000; DerMardirossian and Bokoch, 2005).
Il y a été montré que la phosphorylation des Rho GTPases peut augmenter leur
association aux GDIs (Forget et al., 2002). L’état de phophorylation des RhoGDIs pourrait
également affecter cette association (Ridley, 2001; DerMardirossian and Bokoch, 2005).
1.2.2.2.2. Régulation par les facteurs d’échange nucléotidiques (GEFs)
La première GEF a été identifiée vers la fin des années 1980 (Eva et al., 198$; Hart
et al., 1991) à partir d’une lignée cellulaire appelée «Diffuse B-cell lymphoma », d’où le
nom de Dbl qui lui a été attribué. Il y a environ 60 GEF de type Dbl et une dizaine d’une
nouvelle famille Dock (Wennerberg and Der, 2004). Les GEFs de la famille Dbl ont en
commun un domaine Dl-i, pour « Dbi homoiogy », et un domaine PH pour « pieckstrin
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homology ». Le domaine DH est responsable de catalyser l’échange du GDP pour le GTP,
alors que le domaine PH peut lier les lipides et pourrait servir à localiser les GEFs à la
membrane plasmique (Schmidt and Hall, 2002; Rossman et al., 2005). Les GEFs pourraient
participer directement ou indirectement à la dissociation des Rho GTPases d’avec les GDIs
avant de catalyser l’échange GDP pour GTP (Groysman et al., 2000). C’est en modifiant la
conformation des régions «switch 1 » et «switch 2 » que les GEFs contribueraient à
l’éjection du GDP et du Mg2 (Rossman et al., 2005).
Les GEFs seraient eux-mêmes activés par phosphorylation ou par interaction
protéine-protéine, mais de façon générale, leurs mécanismes d’activation sont mal connus
(Schmidt and Hall, 2002; Hall, 2005). On ne connaît pas les mécanismes associés à leur
désactivation, mais des protéines ont été identifiées qui semblent être capables d’inhiber les
GEFs (Schmidt and Hall, 2002).
Il existe au moins 3 fois plus de GEFs que de GTPases et il y a beaucoup de
variabilité dans la spécificité des GEFs pour les GTPases. Certains GEFs peuvent lier
plusieurs Rho GTPases alors que d’autres GEFs ont une haute affinité pour une seule
GTPase (Schmidt and Hall, 2002). La grande variété de GEFs, de même que la présence
d’autres domaines que DH et PH suggèrent qu’ils ont d’autres fonctions que celle d’activer
les GiPases. Une intéressante possibilité envisagée est que les GEFs puissent influencer le
choix des effecteurs qu’activera la Rho GTPase active (Schmidt and Hall, 2002; Govek et
al., 2005). De récentes études suggèrent que cette participation à la spécification des voies
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activées par les GTPases se fasse par l’association des GEFs avec des protéines
d’échaffaudage (scaffold proteins) qui lieraient le GEF et la GTPase à des effecteurs
spécifiques (Buchsbaum et al., 2002; Jaffe et al., 2004).
On n’a pas encore identifié les GEFs associés à l’activation des récepteurs des
molécules inhibitrices de la cicatrice gliale ou de la myéline. Si on les connaissait, on
pourrait bloquer les effets des molécules inhibitrices en réprimant spécifiquement l’action
des GEFs, ce qui représenterait une alternative intéressante à I’ inactivation totale de Rho
par des antagonistes de cette GTPase.
1.2.2.2.3. Régulation par les actïvateurs d’activité GTPasique (GAPs)
La première GAP associée à la famille des Rho GTPases a été identifiée en 1991
(Diekmann et al., 1991). Les études du génome suggèrent qu’il y en aurait près de $0 chez
l’humain (Wennerberg and Der, 2004). Elles sont caractérisées par un domaine appelé
«RhoGAP dornain» d’environ 150 acides aminés et leur fonction est d’inactiver les Rho
GTPases en accélérant l’activité GTPasique intrinsèque de la GTPase (Moon and Zheng,
2003). Tout comme c’était le cas pour les GEFs, il y a beaucoup de variabilité dans la
spécificité des GAPs pour les GTPases.
On sait peu de choses sur les mécanismes de recrutement et d’activation des GAPs,
mais la phosphorylation, les interactions protéines-protéines et la liaison de lipides
pourraient réguler leur activité (Moon and Zheng, 2003). De plus, les RhoGAPs possèdent
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plusieurs autres domaines que le « GAP domain », incluant des motifs de kinase, de GEFs,
de liaison aux protéines et aux lipides, suggérant qu’elles sont impliquées dans d’autres
fonctions cellulaires en plus de leur fonction GAP de désactivation des GTPases (Moon and
Zheng, 2003).
1.2.2.3. Rôles biochimiques et biologiques des Rho GTPases.
Les Rho GTPases (Rho, Rac et Cdc42) ont d’abord été reconnues au début des
années 1990 pour leur capacité à moduler le cytosquelette d’actine de diverses façons dans
les fibroblastes (Hall, 1998; Takai et al., 2001). L’activation de Rho menait à la formation
de fibres de stress, composées de filaments contractiles d’actine et de myosine, et de
complexes d’adhésion (Ridley and Hall, 1992). L’activation de Rac menait à l’assemblage
d’un réseau de filaments d’actine qui formait des lamellipodes, alors que l’activation de
Cdc42 entraînait la formation de filopodes, de fins prolongements membranaires contenant
de longs filaments d’actine (Hall, 1998). On a ensuite trouvé que les Rho GTPases étaient
impliquées dans la majorité, sinon toutes, des fonctions cellulaires associées à une
modification du cytosquelette d’actine telles que la migration, l’adhésion, la morphogenèse,
la phagocytose et une fonction très importante pour nous soit la croissance axonale
(Kaibuchi et al., 1999; Chimini and Chavrier, 2000; Luo, 2002). L’implication des Rho
GTPases dans l’expression génique, la régulation des microtubules, la mort cellulaire,
l’établissement de la polarité cellulaire et la progression du cycle cellulaire a aussi été
démontrée (Van Aelst and D’Souza-Schorey, 1997; Etienne-Manneville and Hall, 2002;
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Dubreuil et al., 2003). La multitude de fonctions cellulaires auxquelles participent les Rho
GTPases se réflète dans le grand nombre d’effecteurs identifiés à ce jour, soit plus de 50,
dont plusieurs sont des kinases (Jaffe and Hall, 2005).
Les Rho GTPases sont impliquées dans des fonctions spécifiques aux neurones
telles la neuritogenèse, l’établissement de la polarité neuronale, l’élaboration des dendrites
et épines dendritiques ainsi que le maintien de la plasticité dendritiquc, essentielle aux
processus d’apprentissage et de mémoire (Govek et al., 2005). Dans chacune de ces
fonctions, l’activation de Rac ou Cdc42 est globalement associée à la formation et à
l’élongation des neurites (dendrites ou axone), alors que l’activation de Rho est associée à
l’inhibition de la formation de neurites ou à leur rétraction. Par exemple, l’utilisation de
dominants négatifs de Rad ou Cdc42 inhibe la formation de neurites dans des cellules
PC12 différenciées en neurones par l’ajout de facteur de croissance neuronal (nerve growth
factor (NGF)) (Aoki et al., 2004). Par ailleurs, l’utilisation d’une protéine Rho
constitutivement active empêche la formation de neurites dans des cellules de l’hippocampe
en culture ou dans des cellules Pci 2 traitées au NGF, alors que 1’ inactivation de Rho ou
l’utilisation d’un dominant négatif de Rho stimule la formation de neurites (Sebok et al.,
1999; Da Silva et al., 2003).
Les Rho GlPases sont aussi associées à deux autres processus critiques pour les
neurones. D’une part, Rho, Rac et cdc42 sont impliquées dans le guidage de l’axone vers
sa cible lors du développement. D’autre part, après une lésion axonale, Rho est une
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molécule clé dans l’absence de régénération axonale par son implication dans la voie de
signalisation des molécules inhibitrices. Voyons maintenant de façon plus détaillée
conunent les Rho GTPases sont impliquées dans ces deux processus.
1.2.2.4. Implication des Rho GTPases dans le guidage axonal
Les axones en développement (ou en régénération) doivent trouver le chemin vers
leur cible dans un environnement complexe. Diverses molécules de guidage se trouvent sur
ce chemin pour guider l’axone. Celui-ci possède à son extrémité distale une structure
appelée cône de croissance, qui interagit avec les molécules de guidage et transforme leur
signal de façon à entraîner l’avancement, le virage ou même l’arrêt de l’axone. Ces
mouvements du cône de croissance sont grandement dépendants de la réorganisation du
cytosquelette d’actine, et les Rho GTPases sont impliquées dans cette réorganisation.
Regardons cela un peu plus en détail.
1.2.2.4.1. Le cône de croissance et les molécules de guidage
Le cône de croissance est une structure spécialisée qu’on retrouve à l’extrémité des
neurites en croissance et qui a pour tâche de les guider vers leur cible finale (Huber et al.,
2003) (Figure 3). Le cône de croissance peut être séparé en un domaine périphérique, qui
comprend des filopodes et des lamellipodes, et un domaine central, qui rejoint la partie
proximale de l’axone (Gungabissoon and Bamburg, 2003). Les filopodes sont de fines
extensions membranaires remplies de faisceaux de filaments d’actine qui explorent
ii
l’environnement en s’allongeant et se rétractant à partir du domaine périphérique du cône.
Il s’agit des principales structures impliquées dans l’exploration de l’environnement et
l’interaction avec les molécules de guidage (Huber et al., 2003; Maskery and $hinbrot,
2005). Ces filopodes sont reliés entre eux par des lamellipodes, des feuillets membranaires
aplatis contenant des filaments d’actine en réseau (Maskery and Shinbrot, 2005). On trouve
aussi des structures d’actine (actine «en arc ») dans le domaine central du cône, où le
cytosquelette demeure principalement constitué de microtubules (MI) (Dent and Gertier,
2003). Les MT peuvent s’étirer jusque dans les filopodes, dans le domaine périphérique
(Dent and Gertier, 2003).
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Figure 3. Le cône de croissance.
Figure 3. Le cône de croissance. Sïtué à l’extrémité des dendrites ou axones,
le cône de croissance guide le neurite vers sa cible. Le cytosquelette d’actine
est en réorganisation constante pour favoriser l’élongation ou la rétraction
des filopodes en fonction de l’environnement.
Faisceaux
/d’actine \4
ArcsDomaine central U actine
crotubules I
Domaine périphérique
Polymérisation
Élongation
n Hétraction
ux rétrograde
\
Lamellipode
Filopode
35
Le cône de croissance exprime à sa surface des récepteurs qui interagissent avec les
molécules de guidage qu’il rencontre. Il y a 4 familles principales de molécules de
guidage : les nétrines, les sémaphorines, les siits et les éphrines (Huber et al., 2003;
Koeberle and Bahr, 2004; Govek et al., 2005; Maskery and $hinbrot, 2005; Chilton, 2006).
Les nétrines sont des molécules diffusibles qui ont d’abord été identifiées par leur
capacité d’attraction (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994). On sait maintenant
qu’elles peuvent exercer un effet répulsif ou attractif sur le cône de croissance. L’effet
attractif se fait par l’intermédiaire des récepteurs DCC (eleted in colorectal cancer) ou
Neogenin et est favorisé par une forte concentration de Ca2 ou d’AMPc, ou par une faible
concentration de guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Le récepteur UNC-5 est
associé à l’effet répulsif des nétrines et cet effet est stimulé par les concentrations inverses
en Ca2, AMPc ou GMPc de celles qui favorisent l’attraction (Chilton, 2006).
Les sémaphorines forment une famille de molécules diffusibles ou liées aux
membranes, réparties en plusieurs classes. Reconnues d’abord pour leur effet répulsif sur le
cône de croissance (on les a d’abord appelé des «collapsines ») (Luo et al., 1993), leur
capacité attractive a été démontrée (Song et al., 199$; Ming et al., 2001). Les niveaux de
Ca2 et de nucléotides cycliques sont impliqués dans cette dualité d’action. Les récepteurs
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des sémaphorines sont les plexines, qui doivent cependant s’associer aux neuropilines pour
interagir avec la majorité des sémaphorines de classe 3 (Kruger et al., 2005).
Les siits sont des molécules sécrétées, à effet principalement répulsif, qui ont
d’abord été caractérisées pour leur rôle dans la répulsion des axones après leur traversée de
la ligne médiane lors du développement (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1999). Elles se lient
aux récepteurs Robo pour exercer leur action. Un effet attractif de sut-2 a été démontré, qui
aurait un rôle dans la formation de branches collatérales, mais on ne sait pas si cet effet
passe par l’interaction avec un récepteur Robo (Wang et al., 1999).
Les éphrines sont des protéines à ancre GPI (éphrines A) ou transmembranaires
(éphrines B), qui lient respectivement les récepteurs Eph-A et Eph-B. Les éphrines ont été
identifiées comme ligands des récepteurs Eph vers le milieu des années 1990 (Flanagan and
Vanderhaeghen, 1998). Éphrines et récepteurs Eph sont impliqués entre autres dans
l’établissement de la topographie ordonnée des projections axonales, notamment dans le
système visuel (Koeberle and Bahr, 2004). Comme les siits et les sémaphorines, ce sont des
molécules principalement reconnues pour leur effet répulsif sur le cône de croissance, mais
pour lesquelles un effet attractif a aussi été démontré (Holmberg and frisen, 2002). Une
particularité intéressante des complexes éphrines/Eph est que la signalisation est bi
directionnelle, c’est à dire que la liaison des 2 molécules peut induire une réponse autant
dans la cellule à laquelle est attachée l’éphrine que dans celle à laquelle est lié le récepteur
(Huber et al., 2003).
jPar l’intermédiaire de leurs récepteurs, toutes ces molécules de guidage activent des
voies de signalisation qui affectent l’état d’activation d’une ou plusieurs Rho GTPases. Les
changements au cytosquelette qui en résultent détermineront la direction du cône de
croissance, qui dépend donc de la combinaison des signaux attractifs et répulsifs présents
dans l’environnement. Ces mécanismes de guidage de l’axone devraient se réactiver lors de
la régénération et combiner leurs effets sur le cône de croissance à ceux des autres signaux
présents, notamment les molécules inhibitrices de la myéline et de la cicatrice gliale.
1.2.2.4.2. Les Rho GTPases et la régulation du cytosquelette d’actine
Les mouvements du cône de croissance sont dépendants de la polymérisation et de
la dépolymérisation de filaments d’actine, de même que du flux rétrograde des filaments
d’actine vers la partie centrale du cône (Gungabissoon and Bamburg, 2003; Huber et aï.,
2003). Les Rho GTPses affectent ces processus en régulant l’action de diverses protéines de
liaison à l’actine et cette régulation se fait par l’intermédiaire de leurs effecteurs, tels
ROCK ou PAK, et d’autres protéines, dont des kinases et phosphatases (Luo, 2002; Huber
et al., 2003) (Figure 4). Les protéines de liaison à ï’actine impliquées dans la régulation du
cône de croissance sont principalement la profihine, le complexe Arp2/3, la cofihine et la
myosine (Bishop and Hall, 2000; Huber et al., 2003). L’activation de Arp2/3 et de la
profiline contribuent à la nucléation et à la polymérisation des filaments d’actine, alors que
celle de la cofiline stimule leur brisure et leur dépolymérisation (Dickson, 2001;
Gungabissoon and Bamburg. 2003; Huber et al.. 2003). De son côté, l’activation de la
38
myosine stimule sa liaison aux filaments d’actine et accélère le flux rétrograde des
filaments (Luo, 2002; Huber et al., 2003).
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Figure 4. Régulation de l’actine par les Rho GTPases.
Rho-GTP Rac-GTP Cdc42-GTP
ROCK PAK Scar/WAVE N-Wasp
LJMK MLCP MLCK
(active ai -P) ? (inactive ai -P) (inactive si P)
Snshot /
Cofiline Myosine (MLC) Arp2/3 Profiline
(inactive ai
-P) (active si
-P)
Dépolymérisation Flux rétrograde des Nucléation et polymérisation
des filaments d’actine filaments dactine des filaments d’actine
Figure 4. Régulation de l’actine par les Rho GTPases. Les Rho GTPases
activées exercent leur régulation sur les filaments d’actine principalement
par leur action sur cofiline, myosine,Arp 2/3 et profiline, par l’intermédiaire
de protéines effectrices des GTPases. MLC (myosin light chain), MLCP
(myosin light chain phosphatase), MLCK (myosin light chain kinase).
n
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De façon générale, on associe l’activation de Rac ou de Cdc42 à l’action de
molécules attractives ou permissives et donc à la progression du cône et l’élongation des
neurites, alors que l’activation de Rho est associée à l’action des molécules répulsives ou
inhibitrices et donc à la rétraction du cône et à l’arrêt de croissance (Nikolic, 2002; Patel
and Van Vactor, 2002). Rac et Cdc42 vont favoriser l’élongation en stimulant la nucléation
et la polymérisation de l’actine par leurs effets sur le complexe Arp2/3 et sur la profihine
(Bishop and Hall, 2000; Dickson, 2001). Rac et Cdc42 vont aussi limiter le flux rétrograde
d’actine en phosphorylant et inactivant la kinase de la chaine légère de la myosine (myosin
light chain kinase (MLCK)), ce qui aura pour effet d’empêcher la phosphorylation et
l’activation de la myosine (plus spécifiquement de la chaine légère de la myosine ou
«myosin light chain» MLC)) (Bishop and Hall, 2000; Huber et al., 2003). De son côté,
Rho va accélérer le flux rétrograde d’actine par l’action de sa kinase effectrice ROCK, qui
va favoriser l’activation de la myosine de 2 façons. ROCK va d’une part directement
phosphoryler et activer la myosine, et dautre part phosphoryler et inactiver la phosphatase
de la MLC (MLCP), bloquant ainsi la déphosphorylation et l’inactivation de la myosine
(MLC) (Bishop and Hall, 2000; Luo, 2002; Huber et al., 2003). Rho va aussi favoriser la
dépolymérisation de l’actine, en activant la cofihine par l’action indirecte de ROCK sur la
phosphatase Slingshot, qui va déphosphoryler et activer la cofiline (Hsieh et al., 2006). La
dépolymérisation accrue des filaments d’actine et la stimulation du flux rétrograde
41
contribueraient donc à l’arrêt de croissance ou à la rétraction du cône de croissance à la
suite de l’activation de Rho.
1.2.2.5. Implication de Rho dans l’inhibition de la régénération
Au cours des dernières années, on a vu dans la littérature un intérêt pour la GIPase
Rho dans les études associées à la régénération après lésion du SNC. Cet intérêt vient du
fait que Rho a été associé au blocage de la régénération quand un lien a été établi entre des
molécules inhibitrices de croissance et l’activation de Rho. Avant de présenter les
expériences qui ont démontré ce lien entre Rho et des inhibiteurs de croissance, nous
présenterons brièvement un outil important pour ces expériences, soit C3, un inhibiteur de
Rho.
C3 est une exoenzyme bactérienne de C. botuÏinum, capable d’inactiver
spécifiquement les Rho GTPases RhoA, B et C, sans affecter Rac et Cdc42 (Fritz and
Aktories, 1994; Bobak, 1999; Lehmann et al., 1999). C3 est donc couramment utilisé pour
bloquer l’action de Rho et déterminer si la GTPase est impliquée dans une fonction donnée.
C3 est une ADP-ribosyltransférase qui enlève un groupement ADP-ribose de NAD pour le
transférer en Asn4l de Rho (Schmidt and Aktories, 1998). Il est intéressant de noter que
l’ADP-ribosylation peut se faire autant sur Rho actif (Rho-GTP) que sur Rho inactif (Rho
GDP), et qu’elle n’empêche ni la liaison de Rho actif à ses effecteurs, ni l’activité
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GTPasique intrinsèque ou extrinsèque (Aktories et al., 2004). Le mécanisme exact qui
explique pourquoi l’ADP-ribosylation du résidu 41 inactive Rho n’est pas déterminé, mais
les hypothèses les plus probables sont que cette action empêche l’activation de Rho par les
GEFs et séquestre Rho dans son complexe avec Rho-GDI (Genth et al., 2003; Aktories et
al., 2004).
Sous sa forme native, C3 traverse difficilement les membranes et doit être utilisé en
forte concentration pour exercer son effet (Winton et al., 2002; Aktories et al., 2004). Une
forme modifiée de C3, C3-05, a donc été développée dans notre laboratoire pour faciliter
l’entrée de C3 dans les cellules (Winton et aI., 2002). La modification consiste en l’ajout
d’une séquence de transport en C-terminal, facilitant son passage à travers les membranes
et permettant son utilisation en faible concentration (Winton et aI., 2002). À titre
d’exemple, C3-05 stimule la croissance neuritique de cellules PC12 différenciées et mises
en culture sur de la myéline à des concentrations aussi basses que 0,0025 ig/ml, alors
qu’une dose de 2,5 tg/mI de C3 n’avait aucun effet, et qu’une dose de 25 tg/rn1 de C3
n’était efficace que si sa pénétration dans les cellules était favorisée mécaniquement avec
un grattoir à cellules (Winton et al., 2002). D’autres versions similaires ont aussi été crées
et utilisées par notre laboratoire, telles que C3-07 et C3-l 1 (Dubreuil et aI., 2003; Bertrand
et al., 2005; Bertrand et al., 2007). Elles ont toutes la même activité enzymatique d’ADP
ribosyltransférase, et diffèrent principalement par leur méthode de purification (Bertrand et
al., 2007).
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1.2.2.5.1. Lien entre les molécules inhibitrices/répulsives et l’activation de Rho
Avant que le lien ne soit fait entre l’activation de Rho et l’inhibition de croissance
par les molécules inhibitrices de la myéline, il avait été démontré que l’activation de Rho
était associée à la rétraction de neurites de cellules en culture mises en présence d’acide
lysophosphatidique (LPA) (Jalink et aï., 1994; Tigyi et al., 1996). En effet, l’utilisation de
C3 abolissait le collapsus des cônes de croissance causé par l’ajout de LPA dans le milieu
de culture de cellules PC 12. Parallèlement, d’autres expériences montraient que des
molécules inhibitrices ou répulsives entraînaient le collapsus des cônes de croissance (Fan
et al., 1993; Li et al., 1996). Ensemble, ces résultats suggéraient que Rho pouvait être
impliqué dans l’arrêt de croissance associé aux molécules inhibitrices. Depuis ce temps,
l’activation de Rho par la majorité des molécules inhibitrices de croissance a été démontrée
directement, par des essais « pull down» qui permettent de détecter Rho sous sa forme
active (liée au GTP), ou indirectement, par l’utilisation de C3 qui permet de bloquer
l’activation de Rho. Ces 2 approches ont permis de montrer que Rho est activé, in vitro, par
la myéline (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002; Winton et al., 2002; Dubreuil et
al., 2003), MAG (Lehmann et al., 1999; Niederost et al., 2002; Yamashita et aI., 2002;
Dubreuil et al., 2003; Mi et al., 2004; Park et al., 2005; $hao et al., 2005), Nogo-66
(Niederost et al., 2002; foumier et al., 2003; Mi et al., 2004; Park et al., 2005; Shao et al.,
2005; A]ahed et al., 2006), Amino-Nogo (Niederost et al.. 2002; Schweigreiter et al..
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2004), OMgp (Mi et al., 2004; Park et al., 2005; Shao et al., 2005) et les CSPG (Dergham
et al., 2002; Borisoff et al., 2003; Monnier et al., 2003; Jain et al., 2004; Schweigreiter et
al., 2004). L’activation de Rho est aussi associée à l’effet de molécules de guidage
répulsives telles que des éphrines (Shamah et al., 2001; Grunwald and Klein, 2002; Huot,
2004; Sandvig et al., 2004), des sémaphorines (Hu et al., 2001; Grunwald and Klein, 2002;
Sandvig et al., 2004; Kruger et al., 2005) et des molécules de guidage répulsives-a
(repulsive guidance molecules a (ROMa) (Hata et al., 2006).
Plusieurs groupes ont aussi démontré l’implication de ROCK dans la signalisation
des molécules inhibitrices. ROCK est un des effecteurs de Rho. C’est une kinase à
sérine/thréonine qui existe sous 2 isoformes, ROCKI (aussi appelée Rokf3 ou p16OROCK)
et Rockil (aussi appelée RokŒ) (Mueller et al., 2005). Les 2 isoformes sont exprimées de
façon ubiquitaire chez le rat, avec une expression plus abondante de ROCKII dans le
cerveau (Riento and Ridley, 2003). ROCK est impliquée dans la régulation du cytosquelette
d’actine (Leung et al., 1996; Ishizaki et al., 1997) et, à l’aide d’inhibiteurs de ROCK tels
que Y-27632 ou fasudil, l’implication de ROCK dans l’action inhibitrice de la myéline, de
MAG, de Nogo-66, d’Amino-Nogo et des C$PG a été montrée (Dergham et al., 2002;
Niederost et al., 2002; Borisoff et al., 2003; Foumier et a)., 2003; Monnier et al., 2003;
Alabed et al., 2006).
Ces expériences révélaient l’implication de Rho et de ROCK dans l’action des
molécules inhibitrices. Elles suggéraient que Rho et ROCK devaient être activés par ces
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molécules à la suite d’une lésion, et que leur inactivation in vivo pouvait stimuler la
régénération.
1.2.2.5.2. Inactivatïon de Rho ou de ROCK in vivo
Des tests in vivo, dont plusieurs ont été effectués dans notre laboratoire, ont ensuite
confirmé que Rho était effectivement activé après différentes lésions du SNC. L’activation
de Rho a été montrée, principalement par des essais «pull down », après lésion de la
moelle épinière (Dubreuil et al., 2003; Madura et al., 2004), lésion du nerf optique (Ahmed
et al., 2006), lésion traumatique au cerveau (Dubreuil et al., 2006), de même qu’à la suite
de convulsions induites par injection d’acide kaïnique (Dubreuil et al., 2006). Les
inhibiteurs C3 et Y-27632 ont été testés dans certains de ces modèles. L’utilisation de C3
au site de lésion a permis de favoriser la régénération d’axones corticospinaux et la
récupération fonctionnelle après une hémisection dorsale de la moelle épinière de souris
(Dergham et al., 2002). L’utilisation de Y-27632 au site de lésion a aussi stimulé la
régénération axonale et la récupération dans ce même modèle (Dergham et al., 2002).
Autant chez le rat que chez la souris, l’application de C3-05 au site d’une lésion de la
moelle épinière a permis de renverser l’activation de Rho induite par la blessure (Dubreuil
et al., 2003). Cependant, dans un modèle de lésion de la moelle épinière chez le rat,
l’utilisation de C3 n’a pas été associée à de la régénération ou à de la récupération
fonctionnelle (foumier et al., 2003), possiblement parce que la dose utilisée était trop faible
ou parce que la libération de C3 par la minipompe utilisée était trop lente pour être efficace.
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L’inactivation de ROCK par Y-27632 a cependant stimulé la régénération d’axones
corticospinaux et la récupération fonctionnelle après une hémisection chez le rat (Foumier
et al., 2003). Des inhibiteurs de Rho et de ROCK ont aussi été utilisés après lésion du nerf
optique. L’application de C3 au site de lésion a stimulé la régénération d’axones de cellules
ganglionnaires de la rétine au-delà du site de lésion (Lehmann et al., 1999), un résultat qui a
aussi été obtenu par l’injection intravitréelme de Y-27632 (Lingor, 2006)(Lingor et al 2006,
Program no 228.9, Neuroscience 2006 meeting).
Ensemble, ces expériences in vitro et in vivo suggèrent fortement que l’activation de
Rho par les molécules inhibitrices présentes dans la myéline et au niveau de la cicatrice
gliale empêche la régénération après une lésion du SNC.
1.2.2.5.3. Signalisation associée aux molécu]es inhibitrices
Notre connaissance des mécanismes par lesquels les molécules inhibitrices activent
Rho et conduisent au blocage de la croissance est toujours incomplète, mais elle a beaucoup
évoluée au cours des dernières années. En amont de Rho, on sait maintenant que la
signalisation de MAG, Nogo-66 et OMgp commence par la liaison au complexe de
récepteur formé par NgRJp75NTlTROY/LINGOl (Figures 5 et 6). 75NTR lierait ensuite
Rho-GDI pour favoriser sa dissociation d’avec Rho, qui pourrait alors être activé par des
GEFs non encore identifiés (Yamashita and Tohyama, 2003) (Figure 5). L’équipe de Marie
filbin a montré en 2005 que le clivage des segments extracellulaires (par Œ-sécrétase) et
intracellulaires (par ‘y-sécrétase) de 75NTR était essentiel pour induire l’activation de Rho et
47
l’inhibition de croissance par MAG, suggérant que c’est la partie intracellulaire clivée de
75NTR qui contacterait RhoGDI et favoriserait sa dissociation d’avec Rho (Domeniconi et
al., 2005). Dans les cellules où TROY remplace 75NTR dans le complexe de récepteur,
comme c’est le cas pour les cellules ganglionnaires de la rétine, il a été montré que TROY
est essentiel pour l’activation de Rho par les inhibiteurs (Park et al., 2005; Shao et al.,
2005). On ne sait cependant pas si son effet passe par la liaison avec Rho-GDI, comme
c’est le cas pour 75NTR
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figure 5. Liaison 75NTR et RhoGDI.
Figure 5. Liaison p75NTR et RhoGDI. La liaison de MAG, Nogo et OMgp
au complexe de récepteur NgR/p75-TROY/LlNGO-1 entraînerait le
clivage de p75NT. La portion intracellulaire de p7SNTR pourrait ensuite
faire contact avec RhoGDI pour favoriser sa dissociation d’avec Rho,
qui pourrait ensuite être activé par des GEFs. GDI (guanine nucleotide
dissociation inhibitor), GEF (guanïne exchange factor), NgR (Nogo
receptor). (Des composantes de cette figure ont été gracieusement
fournies par Catherine Dubreuil).
MAG
NgR
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Figure 6. Signalisation des molécules inhibitrices.
Figure 6. Signalisation des molécules inhibitrices. Les molécules
inhibitrices se lient à leur récepteur et entraînent l’activation de Rho.
L’activation subséquente de son effecteur ROCK inhibe la croissance
via ses effets sur le cytosquelette d’actine. PKC et EGFR sont aussi
impliqués dans la signalisation de certains inhibiteurs.Voir le texte
pour plus de détails. PKC (protéine kinase C), EGFR (epidermal growth
factor receptor). (Des composantes de cette figure ont été
gracieusement fournies par Catherine Dubreuil)
Oligodendrocytes / myéline Astrocytes réactifs
CSPGs
/
EGFRs
GEF
7
\? J?
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Régulation de tartine .—, Inhibition de croissance
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On sait donc que l’activation de Rho par MAG, Nogo-66 et OMgp passe par le
complexe de récepteur NgR/p75’-TROY/LINGO-l, mais on ne connaît pas les
mécanismes par lesquels Amino-Nogo et les CSPG entraînent l’activation de Rho (Figure
6). En effet, les récepteurs spécifiques par lesquels passent les signaux des CSPG et
d’Amino-Nogo ne sont pas identifiés, bien qu’il soit possible que Amino-Nogo puisse aussi
lier NgRJp75NTTROY/LfNGOl (Hu et al., 2005). De même, les GEFs qui stimulent
l’activation de Rho par les molécules inhibitrices ne sont toujours pas identifiés.
L’implication de la protéine kinase C (PKC Œ et 3) et du récepteur du facteur de
croissance épidermal (epidermal growth factor receptor (EGFR)) dans la signalisation des
molécules inhibitrices a été suggérée récemment, bien qu’on ne sache pas comment l’action
de ces protéines est reliée à l’activation de Rho. Les groupes de Zhigang He et de Toshihide
Yamashita ont montré in vitro que des molécules inhibitrices de la myéline ou des CSPGs
activaient PKC et que l’inhibition de croissance causée par ces molécules était renversée ou
atténuée par des inhibiteurs de PKC (Hasegawa et al., 2004; Sivasankaran et al., 2004).
L’équipe de Zhigang He a également montré que l’utilisation d’un inhibiteur de PKC
stimulait la régénération des axones de la colonne dorsale après une hémisection de la
moelle épinière (Sivasankaran et al., 2004). L’activation des PKC conventionnelles Œ et f3
est dépendante du calcium (Caj. L’augmentation de Ca par MAG, Nogo et les CSPG
est connue (Bandtlow et al., 1993; Snow et al., 1994; Wong et al., 2002; Hasegawa et al.,
2004) et pourrait donc expliquer comment elles activent la PKC. Les 2 groupes ont obtenu
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des résultats différents quant au lien entre l’activation de PKC et celle de Rho. L’un
observe que l’utilisation d’inhibiteurs de PKC atténue l’activation de Rho par les molécules
inhibitrices, suggérant que l’activation de Rho dépend de PKC (Sivasankaran et al., 2004),
alors que les résultats de l’autre groupe suggèrent que l’activation de Rho est indépendante
de celle de la PKC puisque l’inhibition de la PKC ne diminue pas l’activation de Rho dans
leur cas (Hasegawa et al., 2004). Cette différence devra être expliquée. L’implication de
EGfR dans l’action inhibitrice des CSPGs et de la myéline a aussi été établie par l’équipe
de Zhigang He (Koprivica et al., 2005). Ils ont montré in vitro que Nogo-66, OMgp et les
CSPG activaient EGFR et que l’inhibition du récepteur stimulait la croissance sur la
myéline, MAG, Nogo-66 et les CSPG. De plus, l’utilisation d’inhibiteurs de EGFR in vivo
stimule la régénération des cellules ganglionnaires de la rétine après une lésion du nerf
optique (Koprivica et al., 2005). Ils ont aussi démontré que l’activation de EGFR par les
molécules inhibitrices était dépendante du Ca suggérant, comme pour la PKC, que c’est
via l’augmentation de Ca qu’elles entraînent que les molécules inhibitrices activent EGFR
(Koprivica et al., 2005). On ne sait pas s’il y a un lien direct entre l’activation de Rho et
celle de EGfR à la suite de l’action de molécules inhibitrices, mais on remarque que les
patrons U’ activationldésactivation de EGfR et de Rho dans la rétine concordent après une
lésion du nerf optique (Ahmed et al., 2006).
La signalisation des molécules inhibitrices mène finalement à l’activation de
ROCK, avec ses effets sur la régulation du cytosquelette d’actine que nous avons décrits
plus tôt et représenté à la figure 4.
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1.2.2.6. Implication de Rho dans la mort cellulaire
En plus d’être reliée à l’inhibition de la régénération axonale, l’activation de Rho et
de ROCK a aussi été associée à la mort de cellules neuronales et gliales.
Plusieurs expériences ont montré ou suggéré que l’activation de Rho ou de ROCK
était impliquée dans la mort de neurones ou de cellules gliales en réponse à certains stimuli.
Par exemple, la thrombine est une protéase impliquée entre autres dans la coagulation
sanguine et capable d’activer Rho (Jalink et al., 1994). Cette protéase peut induire
l’apoptose d’astrocytes et de neurones de l’hippocampe en culture, et l’utilisation de C3 a
permis à Donovan et al de diminuer l’apoptose et de montrer que celle-ci était associée à
l’activation de Rho (Donovan et al., 1997). L’utilisation de C3 ou de Y-27632 a aussi
diminué l’apoptose induite par l’éthanol dans des astrocytes en culture (Minambres et al.,
2006). Des expériences effectuées avec des cellules PC 12 ou des neurones granulaires du
cervelet (cerebellar granule neurons CGN) en culture sur la myéline suggèrent cependant
que l’activation de Rho n’est pas suffisante pour induire la mort neuronale. En effet, bien
que la présence de la myéline augmente l’activation de Rho en comparaison avec la poly-L
lysine, il n’y a aucune diminution de la survie des neurones (Winton et Dubreuil, manuscrit
en préparation), suggérant que l’activation de Rho n’est pas en soi un stimulus apoptotique.
D’autres expériences suggèrent que l’activation de Rho pourrait être une
conséquence du processus apoptotique. L’activation de Rho a en effet été associée
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spécifiquement au cloquage des membranes (« membrane blebbing »), une importante
caractéristique des cellules apoptotiques. Dans des cellules de type PC12, l’inactivation de
Rho avec C3 inhibe le cloquage des membranes associé à l’apoptose induite par retrait de
sérum (Miils et al., 1998).
Au cours des dernières années, quelques articles associant l’activation de Rho ou de
ROCK avec la mort/survie cellulaire in vivo ont été publiés. Bien qu’il ne s’agisse pas d’un
résultat confirmé par plusieurs études, il est intéressant de noter que, chez l’animal en
développement, l’activation de Rho ou de ROCK est associée à la survie cellulaire
(Kobayashi et al., 2004), alors qu’elle est liée à la mort cellulaire chez l’animal adulte
(Laufs et al., 2000; Dubreuil et al., 2003; Fischer et al., 2004b; Kitaoka et al., 2004). Dans
une étude sur le développement des motoneurones de la moelle épinière, l’utilisation de
dominant négatif de RhoA ou de ROCK a diminué le nombre de motoneurones en
augmentant l’apoptose, suggérant que l’activation de RhoA et de ROCK est nécessaire pour
assurer la survie d’un nombre suffisant de motoneurones en développement (Kobayashi et
al., 2004). Chez l’animal adulte, l’utilisation de C3 peut diminuer la mort apoptotique de
neurones et cellules gliales après une lésion de la moelle épinière (Dubreuil et al., 2003) ou
celle de cellules ganglionnaires de la rétine après lésion du nerf optique (Fischer et al.,
2004b), suggérant cette fois que l’activation de Rho contribue à la mort cellulaire chez
l’adulte. C’est aussi ce que suggèrent des expériences de Laufs et ai, où l’utilisation de C3 a
permis de diminuer la taille de l’infarctus après occlusion de l’artère cérébrale médiane
(Ivliddie cerebrai artery occlusion) (Laufs et ai., 2000). De même, dans un modèle
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d’excitotoxicité causée par l’injection intraoculaire de NMDA et associée à la mort des
cellules ganglionnaires de la rétine et à une augmentation de l’expression de RhoA dans la
rétine, l’utilisation de fasudil, un inhibiteur de ROCK, a entraîné la diminution de
l’expression de RhoA et limité la mort des cellules ganglionnaires de la rétine (Kitaoka et
al., 2004).
Ces données montrent bien que Rho peut contribuer à la mort de neurones et de
cellules gliales, en particulier après des lésions du $NC chez l’adulte. Comme l’activation
de Rho par les molécules inhibitrices n’est pas suffisante pour induire la mort neuronale, il
est probable qu’un autre stimulus apoptotique, associé à la lésion, soit nécessaire pour
activer Rho d’une façon qui entraînerait la mort cellulaire.
La GTPase Rho est donc impliquée dans la mort cellulaire en plus d’être associée à
l’action des molécules inhibitrices de croissance axonale. Elle peut donc jouer un rôle
important après une lésion du SNC.
13. Lésion du nerf optique: modèle de blessure du SNC pour
l’étude de la survie et de la régénération
La lésion du nerf optique est un modèle très utilisé pour étudier les impacts d’une
blessure du $NC. Il présente de nombreux avantages par rapport à la lésion de la moelle
épinière, particulièrement pour la quantification de la survie et de la régénération
neuronales. Plusieurs stratégies visant à stimuler la survie et/ou la régénération axonale ont
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donc été testées dans ce modèle de lésion, et nous présenterons celles qui se sont avérées
les plus intéressantes.
1.3.1. Présentation globale du modèle
La rétine est une fine structure de tissu cellulaire qui transforme l’énergie lumineuse
en influx nerveux. Les photorécepteurs, qui forment la couche externe de la rétine, captent
la lumière et transmettent un signal aux cellules ganglionnaires de la rétine (CGR), qui
forment la couche interne de la rétine, face à l’humeur vitrée (Figure 7A). Entre ces 2
couches, l’information transite par les cellules bipolaires, amacrines et horizontales. Ce sont
les CGR qui transmettent l’information visuelle au cerveau en passant par le nerf optique,
et on en dénombre environ 115,000 par oeil chez le rat (Forrester and Peters, 1967). Les
corps cellulaires des CGR sont répartis sur toute la surface interne de la rétine et leurs
axones se rejoignent au disque optique pour former le nerf optique. Le nerf optique
comprend les axones des CGR de même que des cellules gliales telles que des astrocytes,
oligodendrocytes et microglies (Dezawa and Adachi-Usami, 2000).
Les axones des CGR projettent aux collicules supérieurs et, chez le rat, plus de 98%
des axones des CGR traversent la ligne médiane au chiasma optique pour projeter au
collicule supérieur contralatéral (Figure 73) (Cellerino et al., 2000). Environ 30% des
axones vont aussi émettre une branche collatérale au corps genouillé latéral (Cellerino et
al., 2000; Isenmann et al., 2003).
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Figure 7. OEil et nerf optique.
A Rétine: couche interne (formée par les
cellules ganglionnaires de la rétine
Rétine
Couche de cellules ganglionnaires
Humeur vitrée
B
Rétine: couche externe (formée
par les photorécepteurs
Nerf optique
Corps genouillé latéral
Chiasma optique
Collicule supérieur
Figure 7. Oeil et nerf optique. (A) Les CGR forment la couche interne
de la rétine, et leurs axones se rejoignent au disque optique pour
former le nerf optique. (B) Les 2 nerfs optiques se rejoignent au chiasma
optique. Chez le rat, 98% des CGR traversent le chiasma optique et
projettent au collicule supérieur contralatéral;environ 30% des axones
envoient aussi une branche au corps genouillé latéral contralatéral.
(adapté de Cellerino et al., 2000). CGR (cellules ganglionnaires de la rétine).
n
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1.3.1.1. Avantages du modèle du nerf optique
Les principaux avantages du système rétinocolliculaire sont la simplicité, la
compartimentation et l’accessibilité. C’est un système simple, si on le compare à la moelle
épinière par exemple, puisqu’il ne comprend qu’un seul type de neurones, les CGR, dont
tous les axones sont orientés dans le même sens, de la rétine vers le cerveau. En effet, on ne
trouverait dans le nerf optique que quelques axones de cellules projetant du cerveau vers la
rétine (Itaya, 1980). Par compartimentation on entend la séparation physique entre les corps
cellulaires des CGR, qui sont situées au niveau de l’oeil, et les axones qui forment le nerf
optique à l’arrière du disque optique de l’oeil. Cette séparation permet de tester l’effet de
traitements appliqués spécifiquement au niveau des corps cellulaires, ou au niveau des
axones, au besoin. finalement, l’accès au système rétinocolliculaire est facile. On peut
exposer les corps cellulaires à divers produits en les injectant directement dans le corps
vitré de l’oeil, qui baigne les CGR. Le nerf lui-même est facile d’accès, autant au niveau
intraorbital que intracranial, par une chirurgie relativement mineure qui ne pose pas de
difficultés post-opératoires pour l’animal. Le collicule supérieur, cible du nerf optique, est
lui aussi facile d’accès, ce qui permet le marquage rétrograde des CGR, pour évaluer la
survie. Le marquage antérograde, que l’on utilise pour évaluer la régénération, est tout aussi
facile par injection d’un marqueur dans le corps vitré, d’où il sera capté par les CGR. Ces
différentes possibilités de marquage font qu’il est relativement facile de quantifier la survie
et la régénération des CGR. Un dernier avantage important, en comparaison avec le modèle
de lésion de la moelle épinière, est quil est facile, dans le nerf optique, de faire une lésion
58
complète et d’être assuré qu’on ne confond pas la régénération d’axones lésés avec la
croissance de branches colatérales provenant d’axones non lésés. Dans la moelle épinière,
où on utilise souvent un modèle d’hémisection dorsale, il est plus difficile de cibler
parfaitement le tractus désiré et d’être assuré de sa lésion complète, et il y a plus de risques
de confondre régénération et croissance de branches colatérales provenant d’axones non
lésés.
Pour toutes ces raisons, le modèle du nerf optique se prête bien à l’évaluation de
traitements visant à stimuler la régénération et la survie après une lésion du SNC. Par
contre, il faut noter que la récupération fonctionnelle est plus difficile à évaluer dans le
modèle du nerf optique que dans celui de la moelle épinière.
1.3.1.2. Impacts d’une lésion du nerf optique
Il y a deux principales méthodes pour léser le nerf optique. On peut couper le nerf
(section transversale) ou l’écraser, et on utilise couramment l’expression «axotomie du
nerf optique » pour représenter le résultat de l’une ou l’autre de ces méthodes. Peu importe
la méthode employée, on observe les effets suivants après l’axotomie: mort importante des
CGR, formation d’une cicatrice gliale, dégénérescence de la partie distale à la lésion et
absence de régénération axonale au-delà du site de lésion.
Les CGR meurent rapidement après l’axotomie. Après une lésion intraorbitale, donc
à l ou 2 mm derrière l’oeil, la mort s’observe à partir du jour 5 après la lésion et progresse
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ensuite très rapidement. Environ 50% des CGR sont mortes 7 jours après l’axotomie et il en
reste moins de 15% une semaine plus tard (Villegas-Perez et al., 1993; Berkelaar et al.,
1994; Mansour-Robaey et al., 1994; Sapieha et al., 2003; Pemet and Di Polo, 2006). Si la
lésion est intracraniale, donc à $ ou 9 mm de l’oeil, le délai avant d’observer la mort de
CGR est plus long (-8 jours) et la mort se fait ensuite plus lentement (Villegas-Perez et al.,
1993; Berkelaar et al., 1994). Nous aborderons plus en détail, dans une prochaine section,
comment et pourquoi les CGR meurent après la lésion du nerf optique.
Après lésion du nerf optique, il y a formation d’une cicatrice au site de lésion
(Dezawa and Adachi-Usami, 2000; Selles-Navarro et al., 2001; Isenmann et al., 2003).
Bien que le site de lésion soit dépourvu d’astrocytes pendant les premiers jours, ceux-ci
vont ensuite envahir le site, devenir réactifs et se joindre à d’autres cellules comme des
cellules précurseurs d’oligodendrocytes, des cellules des méninges et des microglies pour
former la cicatrice gliale (frank and Wolburg, 1996; Selles-Navarro et al., 2001; Isenmann
et al., 2003). On observe la présence de CSPGs au site de lésion, probablement sécrétées
par les astrocytes réactifs ou les cellules précurseurs d’oligodendrocytes (fawcett and
Asher, 1999; Selles-Navarro et al., 2001). On note aussi une invasion de macrophages au
site de lésion peu de temps après l’axotomie (Zeng et al., 1994; frank and Wolburg, 1996).
Peu après la lésion, la partie du nerf optique distale au site de blessure commence à
se dégrader. Les axones et la gaine de myéline se fractionnent dans un processus de
dégénérescence wallérienne (Grafstein and Ingoglia, 1982; Kieman, 19$5a; Stoil et al.,
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1989). Le nerf s’atrophie et la diminution du diamètre du nerf est évidente 14 jours après la
lésion.
Dans la semaine qui suit la lésion, on peut observer un important bourgeonnement à
l’extrémité des axones lésés (Richardson et al., 1982; Zeng et al., 1994, 1995; Selles
Navarro et al., 2001). Cette tentative de régénération, qualifiée de «vigoureuse» dans Zeng
et ai, est cependant infructueuse puisque, en absence de traitement, on n’observe
pratiquement aucun axone qui régénère dans la partie distale du nerf optique (Zeng et al.,
1994; Lehmann et al., 1999; Selles-Navarro et al., 2001; Sapieha et al., 2003).
Des expériences effectuées à la suite d’une axotomie intracranienne ont aussi pennis
de démontrer que la lésion entrafne un arrêt presque complet du transport axonal lent
(McKerracher et al., 1990). Cette observation est importante puisque le transport axonal
lent est responsable de l’acheminement des composants du cytosquelette, qui sont essentiels
pour la régénération (Lasek et al., 1984). Finalement, parmi les autres effets observés au
niveau du nerf à la suite d’une axotomie, mentionnons l’augmentation de TNFŒ (Tezel et
al., 2004), de même qu’une augmentation de l’expression de EphB3 et d’éphrineB3 (Liu et
al., 2006).
Au niveau de l’oeil et de la rétine, on observe aussi des effets de l’axotomie du nerf
optique en plus de la mort des CGR dont on a déjà parlé. Le nombre et le niveau
d’activation des microglies et des macrophages sont augmentés (Thanos et al., 1993;
61
Raibon et al., 2002; Zhang and Iso, 2003; Tezel et al., 2004; Garcia-Valenzuela et al.,
2005). L’augmentation des niveaux de glutamate (Yoles and Schwartz, 1998a). de Sema3A
(Shirvan et al., 2002), de TNFa (Tezel et al., 2004) et de Rho actif (Ahmed et al., 2006) a
aussi été rapportée.
1.3.1.3. Le modèle de microlésïon du nerf optique
Ce modèle de lésion, que nous appelons communément «microlésion », a été
développé et caractérisé dans notre laboratoire (Selles-Navarro et al., 2001). Tout comme
l’axotomie par section transversale ou par écrasement à l’aide d’une pince, il s’agit d’une
lésion complète de tous les axones du nerf optique. Dans ce modèle, on écrase le nerf
optique à l’aide d’un fil de suture 10-0. On utilise le fil pour faire un noeud autour du nerf
optique, et on maintient ce noeud fermement serré pendant au moins 60 secondes avant de
retirer le fil. Des tests utilisant un marquage rétrograde ont permis de prouver que cette
technique permettait de léser tous les axones. Tout comme l’écrasement du nerf, la
microlésion ne crée pas un vide entre les parties proximales et distales du nerf, mais son
avantage supplémentaire est qu’il abîme moins les tissus situés de chaque côté de la lésion,
produisant un site de lésion bien défini, plus net que celui qu’on obtient en écrasant le nerf
avec une pince. Il est donc facile de bien identifier où se trouve le site de lésion, ce qui rend
la quantification de la régénération plus précise.
Parce qu’il nous permet une lésion complète et reproductible, un accès facile aux
corps cellulaires pour les traitements et une possibilité de quantifier survie et régénération
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de façon précise, la microlésion du nerf optique est le modèle que nous avons choisi pour la
recherche présentée dans cette thèse.
1.3.2. Quantification de la survie et de la régénération des CGR
Pour quantifier la survie des CGR, il faut d’abord les marquer, ce que nous faisons
en appliquant une molécule fluorescente, le Fluorogold, sur le collicule supérieur
contralatéral au nerf lésé quelques jours avant la lésion du nerf optique (Bertrand et al.,
2005). Le Fluorogold est capté par l’extrémité des axones et transporté de façon rétrograde
jusqu’aux corps cellulaires situés dans la rétine. Au moment où nous voulons évaluer la
survie, la rétine est enlevée et étalée sur une lame, et nous comptons le nombre de CGR
fluorescentes dans 12 sections réparties dans les 4 quadrants de la rétine, totalisant 1 mm
(Bertrand et al., 2007) (Figure 8A). C’est cette valeur moyenne de CGRImm2 qui sera
comparé d’un groupe de traitement à l’autre.
Pour quantifier la régénération, nous commençons par injecter une solution
contenant la sous-unité f3 de la toxine du choléra (Cholera toxin subunit
- CTf3) dans le
corps vitré, 24 heures avant la perfusion de l’animal (Bertrand et al., 2005). La CTf3 sera
captée par les CGR et ce marqueur sera transporté de façon antérograde dans les axones. Le
marquage sera révélé en immunohistochimie sur des coupes longitudinales du nerf optique.
Sur chaque coupe utilisée (4 à 10 par animal), nous identifierons d’abord le site de lésion,
pour ensuite compter le nombre d’axones qui auront traversé des lignes parallèles à la
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lésion situées à différentes distances du site de lésion (Bertrand et al., 2005) (Figure $B).
C’est en comparant le nombre d’axones par coupe comptés à différentes distances du site
de lésion que nous comparerons la régénération entre les groupes de traitement.
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Figure 8. Quantification de la survie et de la régénération.
(A) Pour quantifier la survie, la rétine est étalée à plat sur une lame.
Nous comptons les CGR dans 12 régions réparties dans les 4 quadrants
de la rétine, pour une surface totale de 1 mm2. Les CGR sont fluores
centes grâce au Fluorogold appliqué au collicule supérieur avant la
lésion et transporté de façon rétrog rade jusqu’aux corps cellulaires des
CGR. (B) Pour quantifier la régénération, nous traitons des coupes
longitudinales du nerf optique par immunohistochimie pour détecter
la CÏB injectée dans l’oeil 24 heures avant la perfusion et transportée
de façon antérograde à partir des corps cellulaires des CGR jusque
dans les axones. Nous comptons le nombre d’axones qui traversent
des lignes parallèles au site de lésion à diverses distance de la lésion.
CGR (cellules ganglionnaires de la rétine), CfB (choléra toxine Beta).
Figure 8. Quantification de la survie et de la régénération
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1.3.3. Mort et survie des CGR après ]ésion du nerf optique
Comme nous l’avons mentionné plus haut, les CGR meurent rapidement après une
axotomie du nerf optique. On comprend assez bien aujourd’hui comment les CGR meurent,
mais on sait toujours peu de choses sur les mécanismes qui entraînent leur mort.
1.3.3.1. Comment les CGR meurent-elles? Nécrose et apoptose
La conclusion prépondérante des études portant sur la mort des CGR après lésion du
nerf optique est qu’elle se produit principalement par apoptose. On a d’abord observé des
caractéristiques morphologiques typiques à l’apoptose telles que la condensation de la
chromatine ou la fragmentation de l’ADN (Berkelaar et al., 1994; Garcia-Valenzuela et al.,
1994). Par la suite, on a observé après la lésion une diminution des protéines anti
apoptotiques Bd-2 et Bcl-XL (Levin et al., 1997; Isenmann et al., 1999), de même qu’une
augmentation des protéines pro-apoptotiques Bim et Bax (Isenmann et al., 1997;
Napankangas et al., 2003). On a aussi montré la libération de cytochrome c après la lésion
(He et al., 2004), de même que l’activation des caspases-3 (Kermer et al., 19995; He et al.,
2004), caspases-$ (Weishaupt et al., 2003) et caspases-9 (Kermer et al., 2000). La
conclusion de mort apoptotique est également appuyée par le fait que la mort des CGR est
diminuée significativement chez des souris surexprimant le gène Bd-2, de même que chez
des rats traités avec des inhibiteurs de caspases ou des bloqueurs de protéines pro
apoptotiques (Bonfanti et al., 1996; Chierzi et al., 1998; Kermer et al., 199$; Chaudhary et
al., 1999; Chierzi et al., 1999; Isenmann et al., 1999; Kermer et al., 2000).
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Cependant, bien des auteurs s’accordent pour dire qu’un certain pourcentage de
perte de CGR est associé à une mort nécrotique (Goldberg and Barres, 2000; Isenmann et
al., 2003), associée possiblement à des phénomènes d’inflammation ou d’excitotoxicité
dans la rétine à la suite de la lésion (Thanos et al., 1993; Bien et al., 1999).
1.3.3.2. Pourquoi les CGR meurent-elles?
Les mécanismes qui initient la mort des CGR après une lésion du nerf optique ne
sont toujours pas identifiés. L’hypothèse la plus probable avancée à ce jour associe la mort
des cellules ganglionnaires à une combinaison de deux facteurs. Le premier est que la
lésion de leur axone diminuerait le support trophique dont elles ont besoin et le deuxième
est que leur capacité intrinsèque à répondre à la présence de facteurs trophiques serait
diminuée par la lésion (Goldberg and Barres, 2000; Isenmann et al., 2003).
Une multitude d’expériences ont montré que l’apport exogène de facteurs
trophiques augmente la survie des CGR après axotomie du nerf optique, appuyant
l’hypothèse voulant que la lésion prive les CGR d’un apport trophique nécessaire ($0 and
Yip, 199$; Heiduschka and Thanos, 2000; Isenmann et al., 2003). Le fait que les cellules
ganglionnaires meurent plus lentement si la lésion est éloignée du corps cellulaire appuie
aussi cette hypothèse puisque les cellules gliales présentes dans le nerf peuvent être une
source de support (Villegas-Perez et al., 1993; Berkelaar et al., 1994). Les CGR lésées sont
aussi privées de tout apport trophique provenant de leur cible, le collicule supérieur (C$),
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mais l’importance de cet apport est controversée chez l’animal adulte. On sait que les CGR
adultes peuvent transporter, de manière rétrograde, du BDNF (Brain-derived neurotrophic
factor ou facteur neurotrophique dérivé du cerveau) provenant du CS (fournier and
McKerracher, 1997), mais il a été montré, avec des expériences où on enlevait le CS, que si
l’apport trophique provenant de la cible du nerf optique est essentiel pour la survie des
CGR chez le rat en développement ou nouveau-né, il n’en est pas de même chez le rat
adulte sain (Peny and Cowey, 1982; Harvey and Robertson, 1992). Ces résultats ne
permettent cependant pas de conclure que l’apport trophique du CS est inexistant puisqu’il
pourrait être compensé, chez l’animal adulte à qui on enlève le CS, par des sources
alternatives provenant des axones voisins ou des cellules gliales du nerf optique.
La capacité des CGR à répondre aux facteurs trophiques est affectée d’au moins
deux façons à la suite d’une lésion du nerf optique. D’une part, l’équipe d’Adriana Di Polo
a montré que l’expression du récepteur de BDNf, TrkB, était fortement régulée à la baisse
après une axotomie et qu’un transfert du gène de TrkB dans les CGR stimulait la survie en
présence de BDNf (Cheng et al., 2002). D’autre part, l’équipe de Ben Barres a montré que
la réponse des CGR aux facteurs trophiques était pratiquement abolie après une axotomie
(Shen et al., 1999). Ce changement dans la réponse neuronale pourrait être dû à une baisse
de l’activité électrique dans les neurones lésés et peut être compensé par un apport exogène
d’AMPc (Shen et al., 1999). Ensemble, ces changements observés à la suite de l’axotomie
du nerf optique pourraient expliquer pourquoi les stragégies d’augmentation de la survie
basées sur l’apport externe de facteurs trophiques ont seulement des effets transitoires.
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Il semble aussi que la cytokine pro-inflammatoire TNfa et le glutamate contribuent
à la mort des CGR après une lésion du nerf optique. Tezel et al ont noté une augmentation
de TNfŒ à 2 semaines après une lésion intraorbitale du nerf optique chez des souris (Tezel
et al., 2004). Ils ont aussi observé une réduction de la mort des CGR chez des souris knock
out pour le gène du récepteur I du TNf (TNF-Rl), suggérant une contribution de TNfŒ à
la mort des CGR (Tezel et aI., 2004). L’augmentation du glutamate a quant à elle été
observée 24 heures après une lésion partielle du nerf optique chez le rat adulte pour une
augmentation maximale 7 jours après la lésion (Yoles and Schwartz, 1 99$b; Vorwerk et al.,
2004). L’utilisation d’antagonistes des récepteurs ionotropes du glutamate de type AMPA
ou NMDA a permis de diminuer significativement la mort des CGR (Yoles et al., 1997;
Schuettauf et al., 2000). Le TNfa et le glutamate s’ajoutent donc aux facteurs pouvant
contribuer à la mort des CGR après lésion du nerf optique.
1.3.3.3. Stratégies utilisées pour stimuler la survie des CGR
Plusieurs stratégies ont été utilisées pour stimuler la survie des CGR après
l’axotomie du nerf optique, telles que: apport exogène de neurotrophines et autres facteurs
trophiques (Mey and Thanos, 1993; Mansour-Robaey et aL, 1994; Di Polo et al., 199$),
blocage de protéines apoptotiques ou surexpression de protéines anti-apoptotiques
(Bonfanti et al., 1996; Chierzi et al., 199$; Chierzi et al., 1999; Isenmann t al., 1999;
Malik et al., 2005), ou modulation de l’inflammation (Thanos et al., 1993; Leon et al.,
2000). Plusieurs articles de revue donnent un sommaire plus détaillé et des références pius
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complètes (So and Yip, 1998; Heiduschka and Thanos, 2000; Isenmann et al., 2003), mais,
à ce jour, c’est l’apport exogène de BDNF qui semble offrir la meilleure protection contre
la perte des CGR après axotomie (Mansour-Robaey et al., 1994; Peinado-Ramon et al.,
1996; Klocker et al., 1998; Yan et al., 1999). L’utilisation de BDNF assure une protection
complète des CGR, 7 jours après la lésion, et la survie après 2 semaines se situe entre 40 et
50% avec une seule injection faite au jour 0, 3 ou 5 après la lésion (Mansour-Robaey et al.,
1994). On a donc une bonne protection, même si l’apport trophique ne suit pas
immédiatement la lésion, et la protection peut être encore augmentée (67%) avec des
injections multiples s’étendant à la deuxième semaine après la lésion (Mansour-Robaey et
al., 1994). Cette réponse au BDNF est cependant transitoire. La survie n’est que de 15%
après 4 semaines après une injection unique de BDNF (Mansour-Robaey et al., 1994), et
même avec une livraison continue entraînée par l’infection des cellules de MUller, les
cellules gliales supportant la rétine, avec un adénovirus porteur du gène de BDNF,
l’amélioration de la survie dépasse à peine 2 semaines (Di Polo et al., 1998). Même si la
survie obtenue avec le facteur de croissance ciliaire (ciliary neurotrophic factor (CNTf)) est
généralement moins élevée qu’avec le BDNf, il est intéressant de mentionner un résultat
récent de l’équipe de Alan Harvey avec ce facteur trophique. En utilisant un virus
adénoassocié (Adeno-Associated Virus ou AAV) porteur du gène de CNTF, ils ont obtenu
une survie significativement plus élevée que chez les animaux témoins, jusqu’à 7 semaines
après la lésion du nerf optique (Leaver et al., 2006).
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1.3.4. Inhibition de croissance et régénération des CGR après lésion du
nerf optique
Les CGR ne régénèrent pas spontanément leur axone après une lésion du nerf
optique, et nous verrons que cette réalité s’explique par une combinaison de facteurs
intrinsèques et extrinsèques. La pose d’un greffon de nerf périphérique a été la première
approche pour stimuler la régénération des CGR puisqu’elle donnait aux axones un
environnement plus permissif à la croissance, mais plusieurs stratégies sont aujourd’hui
testées pour stimuler la régénération directement dans le tissu du nerf optique.
1.3.4.1. Pourquoi les CGR ne régénèrent-elles pas spontanément?
On peut être tenté d’attribuer l’absence de régénération au très faible taux de survie
des CGR après une axotomie du nerf optique, mais ce n’est pas une bonne justification. Si
la survie est évidemment essentielle pour que la régénération se produise, plusieurs
expériences ont prouvé que ça n’est pas suffisant. Mentionnons d’abord les traitements à
base de BDNF, qui augmentent fortement la survie des CGR sans aucunement stimuler la
régénération de leur axone (Mansour-Robaey et al., 1994; Pemet and Di Polo, 2006). De
même, la surexpression de Bd-2 chez des souris augmente grandement la survie des CGR
après une lésion, sans qu’on observe de régénération chez des souris à P5 ou adultes
(Chierzi et al., 1999; Lodovichi et al., 2001; moue et al., 2002).
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Le nerf optique, particulièrement après une axotornie, n’est pas un environnement
permissif pour la croissance axonale. Parmi les facteurs qui peuvent contribuer au blocage
de la régénération des COR adultes, il y a bien sûr des facteurs extrinsèques comme la
cicatrice gliale au site de lésion de même que les molécules inhibitrices de la myéline et de
la cicatrice, dont nous avons parlé au début de cette introduction. La réduction intrinsèque
du niveau d’AMPc, un autre facteur déjà mentionné qui, dans les CGR, se produit à la fin
de la période embryonnaire (Cai et al., 2001), contribue à amplifier l’effet inhibiteur de
l’environnement du nerf optique. Mais en plus de ces facteurs généraux, qui peuvent
s’appliquer à plusieurs types de neurones, y a-t-il des raisons spécifiques aux COR pour
expliquer pourquoi elles ne régénèrent pas?
Dans un article très intéressant paru en 2002, Jeffrey Goldberg a démontré que
l’absence de croissance axonale des COR adultes n’était pas simplement reliée à
l’environnement du nerf optique (Goldberg et al., 2002). Déjà, en 1995, il avait été montré
que la croissance de COR de hamsters à P2 diminuait considérablement même sur des
substrats embryonnaires non inhibiteurs alors que des COR plus jeunes que P2 croissaient
facilement même sur des substrats plus matures, donc plus inhibiteurs (Chen et al., 1995).
Les expériences de Jeffrey Ooldberg ont montré in vitro que la vitesse d’élongation axonale
chutait drastiquement à partir de P0 chez le rat pour plus de 99% des COR (Goldberg et al.,
2002). Les axones des COR, à P8, s’allongent 10 fois moins vite qu’à E20, et cette vitesse à
P8 n’est pas augmentée par l’ajout de neurotrophines ou d’AMPc, ni par la présence d’un
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substrat favorable à la croissance ou la surexpression de Bd-2, ce qui suggère que la
différence de vitesse n’est pas due à l’environnement mais bien à un changement de la
capacité intrinsèque de croissance des CGR. Des expériences subséquentes ont permis
d’associer ce changement à un signal provenant des cellules amacrines qui se produirait au
moment où les COR passent d’un mode de croissance axonale à un mode de croissance
dendritique (Goldberg et al.. 2002).
Peut-on contrer ces signaux intrinsèques et environnementaux et arriver à stimuler
la régénération des CRG?
1.3.4.2. Stimuler la régénération dans un greffon de nerf périphérique
C’est d’abord en greffant un morceau de nerf périphérique (NP) autologue à
l’extrémité du nerf optique coupé qu’on a réussi à stimuler la régénération des COR (Bray
et al., 1987; Villegas-Perez et al., 1988). La greffe a stimulé à la fois la survie et la
régénération. La survie des CGR a été multipliée par un facteur variant entre 2 et 4 en
fonction du temps écoulé depuis la lésion (Bray et al., 1987; Villegas-Perez et al., 1988).
Entre 2 semaines et 3 mois après lésion et greffe de NP, 14 à 20% des cellules
ganglionnaires qui survivent régénèrent un axone dans le greffon sur une distance d’au
moins 2 cm (Villegas-Perez et al., 1988). C’est une moyenne d’environ 3% du nombre total
de COR qui régénèrent un axone dans le NP, et la vitesse d’élongation a été évaluée entre 1
et 2 mm par jour (Vidal-Sanz et al., 1987; So and Yip, 1998). Quand la partie terminale du
greffon de NP est apposée sur le coliicule supérieur (CS), la cible normale de ïa majorité
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des CGR, certains axones régénérés peuvent pénétrer sur plusieurs centaines de microns
dans le C$ et former des synapses fonctionnelles (Carter et al., 1989; Keirstead et al., 1989;
Vidal-$anz et al., 1991).
Lorsque la section transversale du nerf optique est faite à plusieurs millimètres du
corps cellulaire, les greffes de NP ne stimulent pas la régénération, possiblement parce que
les CGR ont besoin du support trophique provenant des cellules de Schwann du NP pour se
mettre en mode de croissance (Richardson et al., 1982; So and Yip, 199$; Heiduschka and
Thanos, 2000; You et al., 2000). Il a d’ailleurs été démontré qu’un NP dépourvu de cellules
de Schwann viables ne pouvait pas supporter la régénération des CGR (Berry et al., 198$).
Le greffon de NP facilite la régénération en fournissant aux CGR un environnement
de croissance plus permissif que ne l’est le nerf optique. De plus, les cellules de Schwann
assurent un apport important de différents facteurs trophiques (NGF, FGf (fibrobiast
growth factor ou facteur de croissance fibroblastique, CNTf, BDNf, GDNf (glial cell
derived neurotrophic factor ou facteur neurotrophique dérivé de cellules gliales) et de
molécules d’adhésion (Li, intégrines, laminine) qui pourraient faciliter l’élongation des
axones en croissance (So and Yip, 1998; Dezawa and Adachi-Usami, 2000; Heiduschka
and Thanos, 2000). La greffe de NP a aussi été combinée à d’autres traitements dans le but
de stimuler la régénération d’un plus grand nombre d’axones. L’injection intravitréenne de
CNTf a augmenté la régénération de façon significative (Cui et al., 1999; Cui et al., 2003),
mais d’autres facteurs trophiques tels que le facteur de croissance fibroblastique-2 (FGf2
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ou fibroblast growth factor-2), NGf, BDNf, neurotrophine 3 (NT-3) ou neurotrophine 4/5
(NT-4/5) n’ont eu aucun effet (Mansour-Robaey et al., 1994; Cui et al., 1999). L’effet du
CNTF a été amplifié par l’utilisation simultanée d’un analogue de 1’AMPc (CPT-cAMP)
(Cui et al., 2003)et, récemment, l’utilisation de AAV-CNTF a permis à l’équipe d’Alan
Harvey d’obtenir non seulement une survie importante des CGR à 7 semaines, mais aussi la
régénération de près de 50% des cellules survivantes à une distance de 1 à 1.5 cm dans le
NP greffé (Leaver et al., 2006). L’augmentation de l’activation des macrophages par
injection intravitréenne de Zymosan ou par blessure du cristallin (fischer et al., 2000; Yin
et al., 2003), de même que l’utilisation d’inhibiteurs d’activation microgliale (Thanos et al.,
1993; Raibon et al., 2002) ont aussi permis d’augmenter la régénération des CGR dans un
greffon de NP.
La greffe d’un NP favorise donc la régénération des CGR en fournissant un support
trophique et un environnement plus permissif à la croissance, et il est possible de stimuler
davantage la régénération dans le NP par l’ajout de facteurs trophiques ou d’AMPc, ou par
l’activation de macrophages. Mais si l’utilisation de greffe de NP est intéressante, l’objectif
ultime reste la régénération des axones dans leur tissu d’origine, et différentes approches
ont été utilisées pour stimuler la régénération des CGR dans l’environnement complètement
myélinisé et donc très inhibiteur du nerf optique.
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1.3.4.3. Stimuler la régénération dans le nerf optique
Différents facteurs trophiques ont été testés avec une lésion du nerf optique, mais
dans plusieurs cas les résultats ont été décevants. L’utilisation de fGF2 (Sapieha et al.,
2003) ou d’une combinaison de fGf2INT-3/BDNf (Logan et al., 2006) a entraîné une
augmentation modérée mais significative du nombre de CGR régénérant leur axone au-delà
du site de lésion, mais aucun effet régénératif n’a été obtenu avec BDNf ou NT-3 (Leaver
et al., 2006; Logan et al., 2006; Pemet and Di Polo, 2006), malgré l’effet reconnu de BDNF
sur la survie des CGR. Malgré son effet positif sur la survie des CGR (Mey and Thanos,
1993; Leaver et al., 2006). CNTf a eu peu (Cui et al., 2004) ou pas (Leon et al., 2000;
Pemet and Di Polo, 2006) d’effet sur leur régénération, sauf lorsque le gène de CNTf a été
transfecté dans les CGR via un AAV (AAV-CNTf). permettant un apport continu du
CNTf (Leaver et al., 2006). Une régénération significative a alors été observée 7 semaines
après la lésion (Leaver et al., 2006). Ces résultats suggèrent, d’une part, que les CGR
requièrent plus qu’un simple support trophique pour régénérer et, d’autre part, que certains
facteurs trophiques pourraient activer un programme de croissance dans les CGR en plus de
stimuler leur survie.
Une autre approche pour stimuler la régénération consiste à implanter ou activer des
macrophages. L’implantation de macrophages activés au site de lésion du nerf optique s’est
avérée capable de stimuler la régénération de CGR (Lazarov-Spiegler et al., 1996).
L’activation de macrophages dans la rétine, induite par une blessure du cristallin ou par une
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injection intraoculaire de Zymosan, a quant à elle entraîné la régénération d’un plus grand
nombre de COR que l’utilisation de facteurs trophiques (Leon et al., 2000; Yin et al., 2003;
fischer et al., 2004a; Fischer et al., 2004b; Lorber et al., 2005; Pernet and Di Polo, 2006).
Après plusieurs années de recherche pour identifier le(s)quel(s) des facteurs sécrétés par les
macrophages étai(en)t responsable(s) de la régénération des COR, l’équipe de Larry
Benowitz a récemment trouvé qu’il s’agissait de l’oncomoduline (0M), une protéine de
liaison du calcium (Yin et al., 2006). Ils ont d’abord montré que cette protéine, exprimée
faiblement dans la rétine adulte saine, est fortement exprimée et sécrétée par les
macrophages, et qu’elle se lie à des récepteurs des CGR par un processus qui requiert de
l’AMPc. Ils ont ensuite prouvé son efficacité à stimuler la régénération après une lésion du
nerf optique. Après la lésion, ils ont injecté dans l’oeil des microsphères libérant de l’OM et
de l’AMPc de façon continue et ont obtenu une régénération significative après 2 semaines
(Yin et al., 2006). L’activation de macrophage ou l’utilisation de facteurs pro-régénératifs
sécrétés par les macrophages comme l’OM peuvent donc aussi stimuler la régénération
dans le nerf optique.
Puisque la cicatrice gliale et la myéline font du nerf optique lésé un environnement
inhibiteur de croissance, des stratégies visant à limiter l’effet des molécules inhibitrices ont
été testées à la suite d’une lésion. L’utilisation de LN-1, un anticorps anti-Nogo, a
faiblement stimulé la régénération, mais l’effet a été augmenté quand IN-l a été combiné à
CNTf (Cui et al., 2004). L’inhibition de la GTPase Rho, par l’application de C3 au site de
lesion ou par la transtecuon Ges LUK avec J- V -L3, a aussi favorisé la régénération
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axonale dans le nerf optique (Lehmann et al., 1999; Fischer et al., 2004b), mais l’utilisation
d’un dominant négatif de NgR (AAV-NgR’), le récepteur des inhibiteurs MAG, Nogo-66
et OMgp, n’a pas eu d’effet sur la régénération (fischer et al., 2004a). Cependant, lorsque
AAV-C3 ou AAVNgRN ont été combinés avec une blessure du cristallin, la régénération
a été fortement augmentée. La combinaison AAV-C3 et blessure du cristallin a multiplié
par 5 le nombre de CGR qui régénéraient avec l’un ou l’autre des traitements (Fischer et al.,
2004b), alors que la combinaison AAV-NgR» et blessure du cristallin a multiplié par 3 la
régénération obtenue avec la lésion du cristallin seule (Fischer et al., 2004a). Ces résultats
suggèrent que l’activation des macrophages induite par la blessure du cristallin pourrait
stimuler les CGR à se mettre en mode croissance, permettant ensuite aux traitements qui
bloquent la signalisation des molécules inhibitrices de stimuler l’élongation axonale dans le
nerf optique.
Une autre approche, utilisée principalement par le groupe de Martin Berry depuis le
milieu des années 1990, a aussi donné des résultats très intéressants. La technique consiste
à insérer un petit segment de nerf périphérique dans le vitré au moment de la lésion du nerf
optique (Beny et al., 1996). Bien qu’il puisse être difficile de comparer les résultats de
laboratoires différents, cette approche semble être la plus efficace jusqu’ici pour stimuler la
régénération dans le nerf optique. Son mode d’action serait double. D’une part, la greffe
intravitréenne atténuerait la formation de la cicatrice gliale en augmentant l’expression de
métalloprotéinases de la matrice et en diminuant l’expression d’inhibiteurs de ces
métailoprotéinases (Ahmed et ai., 2005). D’autre part, certains facteurs sécrétés par 1CS
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cellules de Schwann présentes dans la greffe pourraient interférer avec le complexe de
récepteur des molécules inhibitrices, NgR]p75NT..TRoyILINGo1 et bloquer la
signalisation des inhibiteurs (Ahmed et al., 2006).
Diverses approches existent donc pour stimuler la régénération dans le nerf optique,
et les résultats obtenus suggèrent qu’il faudra à la fois contrer l’action des inhibiteurs et
stimuler les CGR à reprendre un mode de croissance. De plus, il faudra assurer la survie à
long terme des cellules lésées. Il est tentant d’envisager la combinaison de plusieurs
traitements pour créer une synergie, mais le choix des traitements à combiner est difficile
quand on ne connaît pas les mécanismes d’action de chacun d’eux. Par exemple,
l’activation de macrophages par lésion du cristallin a été combinée avec l’injection de
BDNf dans l’espoir que cette combinaison favorise à la fois fa survie et la régénération
(Pemet and Di Polo, 2006). La survie a effectivement été fortement augmentée en
comparaison avec celle obtenue avec l’un ou l’autre des traitements, mais la régénération a
été complètement abolie, alors qu’une bonne régénération est associée normalement à la
blessure du cristallin (Leon et al., 2000; Pemet and Di Polo, 2006). Afin d’assurer un
meilleur résultat à long terme, il sera donc important d’identifier les approches qui
stimulent survie et régénération, mais aussi de comprendre leurs mécanismes d’action afin
de choisir les bonnes combinaisons.
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1.4. Objectifs de la recherche présentée dans cette thèse
À cause de la relation établie entre l’action des molécules inhibitrices et l’activation
de la GTPase Rho, une stratégie basée sur l’inactivation de Rho est très intéressante pour
stimuler la régénération. Nous étions aussi intéressés à savoir si Rho avait un rôle à jouer
dans la mort neuronale après une lésion.
Nous avons choisi d’utiliser le modèle de lésion du nerf optique, et nous avons
déterminé l’objectif global suivant: «Étudier les effets des antagonistes de Rho sur la
régénération et la survie des cellules ganglionnaires de la rétine après une lésion du nerf
optique ». À cette fin, 3 objectifs détaillés ont été établis.
Objectif 1. Déterminer si l’application d’antagonistes de Rho au niveau des corps
cellulaires des CGR peut stimuler leur survie et leur régénération.
Objectif 2. Déterminer si les antagonistes de Rho stimulent la régénération des
CGR par le rétablissement du transport axonal lent.
Objectif 3. Déterminer si des applications répétées d’antagonistes de Rho peuvent
augmenter la survie et la régénération des CGR par rapport à une application unique, et
déterminer si le moment de l’application affecte le résultat.
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2.1. Abstract
Inactivation of Rho promotes neurite growth on inhibitory substrates and axon
regeneration in vivo. Here we compared axon growth when neuronal celi bodies or injured
axons were treated with a ceil-permeable Rho antagonist (C3-07) in vitro and in vivo. In
neurons plated in compartmented cultures, application of C3-07 to either ceil bodies or
distal axons promoted axonal growth on myelin-associated glycoprotein (MAG) substrates.
In vivo, an injection of C3-07 into the eye promoted regeneration of retinal ganglion ce!!
(RGC) axons in the optic nerve after microcrush lesion. Delayed application of C3-07
promoted RGC growth across the lesion scar. Application of C3-07 completely prevented
RGC ce!! death for 1 week afier axotomy. To investigate the mechanism by which Rho
inactivation promotes RGC growth, we studied slow axonal transport. Reduction in slow
transport of cytoskeletal proteins was observed after axotomy, but inactivation of Rho did
flot increase slow axonal transport rates. Together, our results indicate that application of a
Rho antagonist at the ceil body is neuroprotective and overcomes growth inhibition, but
does not fully prime RGCs for active growth.
2.2. Introduction
Central nervous system (CNS) neurons fail to spontaneously regenerate their axons
following injury, partly because of growth inhibitors present in myelin and at the glial scar
(McKerracher and Winton, 2002; David and Lacroix, 2003). Growth inhibitory proteins
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activate Rho GTPase, which 1eads to growth cone collapse and growth inhibition (Jalink et
al., 1994; Tigyi et al., 1996; Jin and Strittmatter, 1997; Lehmann et al., 1999). In vitro,
treatment with the Rho specific antagonist C3-transferase inactivates Rho and stimulates
neurite growth on inhibitory substrates (Dergham et al., 2002; Monnier et al., 2003). Celi
permeable versions of C3 have been used for more effective Rho inactivation (Winton et
al., 2002; Shearer et al., 2003). from such studies, it is flot known whether Rho antagonists
act on the celi body or growth cone to promote neurite growth.
A simple paradigm to study CNS regeneration is the aduit rat optic nerve lesion.
Strategies to promote retinal ganglion ceil (RGC) regeneration by blocking growth
inhibition in vivo ofien use local delivery techniques after optic nerve injury (Weibel et al.,
1994; Lehmann et al., 1999). In contrast, treatments aimed at boosting axonal growth
capacity are successful when acting on the ceil body of RGCs (Berry et al., 1996; Leon et
al., 2000; Cui et al., 2003; Yin et al., 2003; fischer et al., 2004b; Monsul et al., 2004). The
relationship between regenerative effects on celi bodies versus injured axons is flot well
understood.
RGCs die afler optic nerve injury, and this must be taken into account when
studying regeneration. In rats, transection of the optic nerve close to the eye causes a
delayed RGC death, with cells beginning to die approximately 4 days later. One week afier
injury about 50% of RGCs have died, and by 2 weeks less than 20% survive (Villegas
Perez et al., 1993; Mansour-Robaey et al., 1994).
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We previously demonstrated that Rho antagonists applied to injured optic nerve
promote regeneration of ROC axons (Lehmann et al., 1999). Here we determine the effect
of Rho antagonist application to ceil bodies versus axons. For in vitro studies we used
compartmented cultures, a well-characterized ceil culture system in which ceil bodies and
proximal axons of superior cervical ganglion neurons are located in a separate fluid
compartment from their distal axons (Campenot, 1977; Campenot and Martin, 2001). In
vivo, injection into the eye afier microlesion of the optic nerve provides an ideal model to
examine regeneration afier specific treatment of the celi body. We show that Rho
antagonists promote axonal growth on inhibitoiy substrates when applied to either celi
bodies or distal axons. As well, our resuits show that Rho antagonists promote ROC
regeneration when applied to ceil bodies, as previously observed when applied to injured
axons (Lehmann et al., 1999). and that delayed treatments allow ROC axons to regenerate
across the lesion scar. Intravitreal application of Rho antagonists also increased RGC
survival. Despite its impact on ROC survival and regeneration, C3-07 does flot boost slow
axonal transport rates that decrease after axotomy.
2.3. Materials ami methoils
2.3.1. Rho antagonists C3-05 and C3-07
C3-05 is a modified version of C3-ADP-rybosyltransferase from Clostridium
botulinum with an added transport sequence that facilitates entry into ceils. C3-05 was
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prepared as described (Winton et al., 2002) by affinity purification and was approximately
95% pure. During the course of our experiments, a newer version of C3-05 was made to
increase purity and yield. C3-07 has the same enzymatic activity and transport sequence as
C3-05, and its ability to inactivate Rho was verified by Rho pull-down assay, as described
for C3-05 by Dubreuil et al (Dubreuil et al., 2003) (data flot shown). C3-07 differs from
C3-05 because the DNA sequence for the GST tag used for affinity purification of C3-05
was removed before subcloning into a pET vector. C3-07 was purified by fast-protein
liquid chromatography (FPLC), as described (Han et al., 2001), and activity verified by
neurite outgrowth assay, as for C3-05 (Winton et al., 2002). The fPLC-purified protein is
approximately 99% pure
2.3.2. Axonal regrowth after axotomy in Campenot chambers
Superior cervical ganglion (SCG) from postnatal day 0-l were dissociated and
plated into compartmented cultures (Tyler Research, Edmonton, Alberta) as described
previously (Campenot and Martin, 2001). Briefly, compartmented cultures were
constructed in collagen-coated 35 mm culture dishes, using a Teflon divider that separates
the neurons into individual compartments (i.e. ccli bodies and distal axons) (Figure lA).
The dish floor was pattemed into twenty parallel collagen tracks bordered by scratches
made with a specially constructed pin rake. To form the compartments, a Teflon divider
was sealed to the dish floor with silicone grease. This sealing method was shown to prevent
the exchange of media between the individual compartments (Campenot, 1977, 1979;
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Maclnnis et al., 2003). Neurons were then plated in the center compartment and extended
axons under the grease barrier into the two side compartments. The ceils were maintained
in L15C02 medium supplemented with 2.5 % rat serum, 20 ng/mi NGf (Cedarlanes
Laboratories, Homby, Ontario), vitamin C and 10 M cytosine arabinside (CA) (Sigma,
Oakville, Ontario). Distai axons were axotomized 5-7 days after piating by spraying cold,
sterile water through a 0.22-gauge needle into the two side chambers. This process was
repeated approximately 3-4 times, until ail distal axons had been axotomized (Kimpinski et
al., 1997; Maclnnis et al., 2003). Afier axotomy, 2.5 p.g/ml C3-07 was added to the various
compartments (i.e. celi body compartment only. distal axon compartments only, or ail 3
compartments), and axonal growth into side chambers was measured 3 days after axotomy.
The media was changed every 48 hours and C3-07 was re-added to the fresh media in
treated compartments. Axonal growth was measured from the grease barrier to the tip of the
longest axon in a track. Measurements were made with an inverted microscope fitted with a
digitizer that tracks stage movements to an accuracy of ±5 j.im (Campenot and Martin,
2001). Experiments were completed in triplicate with a minimum of 10 tracks per culture
chamber.
Afier axonal growth was measured and with the Teflon dividers stiil in place, the
cultures were washed twice with cold Tris buffered saline (TBS) and lysed in modified
RIPA buffer (50 mM Tris pH 7.2, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate,
0.1% SDS, 500 mM NaC1, 10 mM MgCl2, 1 ig/ml leupeptin (Roche Diagnostics, Lavai,
Quebec), I ig/mi aprotinin (Roche Diagnostics, Lavai, Quebec), 1 m’vi
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phenylmethyl-sulfonyl fluoride (PMSF), Sigma, Oakville, Ontario)). Separate lysates from
ceil bodies/proximal axons and distal axons compartments were pooled across 3 cultures,
clarified by centrifugation at 14,000 g for 10 minutes at 4°C, and stored at —80°C. Proteins
in the lysates were separated on 12% acrylamide gels and transfened to nitrocellulose. The
membranes were blocked in 5% powdered milk, incubated in blocking buffer with a
polyclonal C3 antibody (1:4000) (Winton et al., 2002), and the immunoreactive bands
revealed by HRP-based chemiluminescent reaction (Pierce, Rockford, IL). Protein levels
were determined by protein assay and verified by Ponceau Red staining.
2.3.3. Axonal growth on MAG in Campenot chambers
MAG-coated dishes were prepared one day prior to use. MAG was purified as
described (McKerracher et al., 1994) and applied to collagen-coated 35 mm dishes at 4 ig
total protein per dish, and allowed to dry overnight in a laminar flow hood. MAG was
applied only in areas that would correspond to the side chambers of the compartmented
culture. Afier the MAG substrate had dried, the dishes were washed with water, the
compartmented cultures were assembled, and dissociated SCG neurons were plated in the
center compartments. After 1 day in culture, C3-07 (2.5 ig/ml) was added to either the cell
body/proximal axon compartment only, the distal axon compartments only, or ah 3
compartments, and axonal growth into the side compartments was measured for 3
consecutive days. The media was changed afier 48 hours, at which time the C3-07 was
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repienished in the fresh media in treated compartments. Experiments were compieted in
tripiicate with a minimum of 10 tracks measured per culture chamber.
2.3.4. Intraorbital mïcrolesion surgery and C3-05/07 treatment
Intraorbitai microiesions effectively axotomize ail RGC axons and provide a weii
defined lesion site (Seiles-Navarro et al., 2001). Microiesions were performed on female
Sprague-Dawiey rats (180-200 g) (Charles River, St-Constant, Québec), under gas
anesthesia with 2.5-3% isoflurane in oxygen. The lefi optic nerve was exposed, the durai
sheath was sut longitudinaiiy, and the nerve was crushed 1 mm from the globe by holding a
tight knot made with a 10-0 suture for 60 seconds. The suture was then completeiy
removed. Treated animais were injected intravitreaily with 10 ig of C3-05 or 1 tg of
C3-07, in 5 il of PBS, immediately afier the microlesion or 4 days later. Control animais
were injected with 5 pi of PBS. The injections were made with a fine glass tube attached to
a 10 pi Hamilton syringe. Care was taken not to touch the lens during the injection, and
animais that showed signs of iens injury were exciuded from the study. The needie was
slowiy removed, and the injection site was seaied with surgical glue (Indermili, Tyco
Health Care Canada, Montréal, Québec). The skin was sutured with 4-0 siik. The vascular
integrity of the retina was verified by fundus examination, and animais whose retina
showed ischemic damage were exciuded from the study. Rats were examined for
regeneration 2 or 4 weeks iater. To quantify regeneration 2 weeks afier optic nerve injury
and immediate treatment, 11 animais were treated with the Rho antagonists, C3-05 or
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C3-07, and 10 animais served as buffer and lesion controls. We used 5 C3-07 treated and
10 control rats in similar experiments where regeneration was allowed to continue for 4
weeks. We used 8 C3-07 treated and 5 control rats to evaluate regeneration 2 weeks after
lesion when application of C3-07 was delayed until 4 days after lesion. Ail animais were
given a dose of 0.015 mg/kg of buprenorphine as analgesic after surgery. Animais were
kept in a controlied environment where they were exposed to a 12 hour light/dark cycle and
had ad libitum access to food and water. Ah animal procedures followed guidelines from
Canadian Council of Animal Care.
2.3.5. Anterograde labeling, immunohistochemistry and quantification
of axon growth
Regenerating axons in the optic nerve were identified by anterograde labeling.
Animals received an intravitreal injection of 5 pi of 1% choiera toxin 3 subunit (CTI3)
(Sigma, Oakvilie, Ontario) 24 hours before sacrifice. Animais were deeply anesthetized
with a 7% chloraI hydrate overdose, fohlowed immediately by intracardial perfusion with
saline, then 4% paraformaldehyde (PfA) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2 (P3). The eyes
were dissected in cold P35, and the optic nerve was separated from the eye behind the
globe. The nerves were cryoprotected ovemight in 30% sucrose in PBS, embedded in
Tissue-Tek (VWR, Montréal, Québec) and frozen in 2-methylbutane in a hiquid nitrogen
bath. Longitudinal cryostat sections of optic nerves (14 tm) were mounted on Superfrost
Plus siides (Fisher, Montréal, Québec) and stored at —80° C.
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b detect CTj3 in RGC axons, siides were post-fixed in 4% PfA in 0.1 M P3 and
blocked for 1 hour with 5% normal rabbit serum, 3% bovine serum albumine (BSA),
0,2% Triton X 100 and 1 mM sodium azide. Siides were then incubated ovemight with a
goat choleragenoid antibody (1:4000) from List Biological Laboratories (Cedarlanes
Laboratories, Homby, Ontario), followed by a 1 hour incubation with an anti-goat
biotinylated antibody (1:200) (Vector Laboratories, Burlington, Ontario), and a 1 hour
incubation with streptavidin conjugated to dichiorotriazinyl amino fluorescein (DTAf)
(1:400) from Jackson Immuno Research (Cedarlanes Laboratories, Homby, Ontario).
four to ten sections per animal were examined by epifluorescence microscopy, to
detect CT-iabeled axons, and photographed. The lesion site was identified using both the
CT3 staining and dark field microscopy. Regeneration was measured by counting the
number of CTJ3-positive axons crossing a une parallel to the lesion site at distances of 50,
100, 250 and 500 im. The longest axon was measured for each animal. Statistical
significances were established using Student’s t-test (*** p <0,001, ** p <0,01,
* p <0,05). Statistical tests were performed using In Stat (Graph Pad, San Diego,
Califomia).
2.3.6. Western blots of retina and optic nerve homogenates
Microlesion of the lefi optic nerve was performed as described above, and 5 jig of
C3-07 was injected intravitreally. Animais were sacriflced 3 days later by a 7% chlorai
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hydrate overdose, followed by an intracardial perfusion with saline. The retina and first
2 mm segment of the optic nerve were removed, and stored at —80°C. Tissues were
homogenized in 160 t1 (retinas) or 20 r1 (optic nerve segments) of Np40 lysis buffer
(20 mM Tris pH 8.0, 137.5 mM NaC1, 10% glycerol, 1% Np40, 1 tg/ml leupeptin, 1 jig/ml
aprotinin, 1 ig/ml pepstatin (Roche Diagnostics, Lavai, Quebec), 1 mM PM$F). Lysates
were clarified by high speed centrifugation for 5 minutes at 4°C. Supematants were
removed and centrifuged at high speed for 15 minutes. Samples (20 pi) were separated on a
12% acrylamide gel and transferred to nitrocellulose. Membranes were blocked in 5%
powdered milk and incubated ovemight at 4°C with a polyclonal C3 antibody (1:25000).
The signais were revealed by HRP-based chemiluminescent reaction (Pierce, Rockford,
IL).
2.3.7. Retrograde labeting and quantitation ofRGC survival.
RGCs were retrogradely labeled from the superior colliculus with Fluorogold
(Fluorochrome, Denver, CO). The right midbrain was exposed, the pia matter overlying the
superior colliculus removed, and small pieces of gelfoam soaked in a 2% solution of
fluorogold in 0,9% saline containing 10% dimethyl sulfoxyde (DM50) (Sigma, Oakville,
Ontario) were applied to the surface ofthe superior colliculus. One week later, the left optic
nerve was transected I mm from the globe, and the left eye was injected intravitreally with
1tg or 10 tg of C3-07 in 5 pi of vehicle or with vehicle only (5 mM Hepes). Whole
mounts of retinas were prepared from perfused animais at 7 days or 14 days afier optic
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nerve injury. Labeled RGCs were counted under fluorescence microscopy in 2 regions,
located 1 and 2 min from the optic disc, of 2 quadrants of the retina, and average density of
RGCs was evaluated in RGCs/mm2.
2.3.8. Radiolabeling and intracranial optic nerve crush
b radiolabel RGC proteins in the lefi eye, intraocular injection of 250 uCi of
35S-methionine (ICN Canada, Montréal, Québec) in 5 t1 saline was performed on female
$prague-Dawley rats (1 80-200 g), under gas anesthesia with 2.5-3% isoflurane in oxygen.
Intracraniai crush was performed on the ieft optic nerve by aspirating a portion of the lefi
frontal lobe. The RGC axons were severed just in front of the chiasma, approximately
9 mm from the optic disc, by crushing the optic nerve 2 to 3 times, for 5 to 10 seconds, with
fine forceps. Treated animais were injected in the lefi eye with 1 tg of C3-07, diluted in
5 pi of PBS, whiie control animais were injected with 5 ti of PBS. In groups subjected to a
crush and treatment, the injection was performed immediately after the crush. Intravitreai
injections, skin suturing, verification of vascular integrity and administration of post
surgery analgesic were performed as described above. Animais were injected
subcutaneousiy with 10 mi of saline afier optic nerve crush surgery.
Animais were separated in 5 groups for axonal transport experiments. Two groups
were sacrificed 6 (n = 3) or 14 days (n 3) afier labeiing, without nerve crush or treatment.
The remaining groups were ail sacrificed 14 days after labeiing, foliowing an intracraniai
crush performed 6 days afier labeling. One group received a C3-07 injection right afier the
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lesion (n = 4), another received a PBS injection (n = 3), and the iast group had no injection
(n = 4).
In another experiment, animais did flot have an optic nerve crush, but received a
C3-07 injection 6 days afier labeling and were sacrificed $ days later (n = 3).
2.3.9. Evaluation of slow axonal transport
Six or 14 days afier radiolabeling, animais used for slow axonal transport
experiments were sacrificed by a 7% chlorai hydrate overdose, followed immediately by
intracardial perfusion with saline. The left optic nerve was removed, cut into 2 mm
segments and stored at —80°C. Each 2 mm segment of optic nerve was homogenized in
60 ul of SDS-PAGE sample buffer using a motorized Teflon-in-glass homogenizer. The
samples were clarified by high speed microcentrifugation for 5 minutes, and 40 ul of
supematant per sample were boiied for 3 minutes and clarified again by high speed
microcentrifugation for 15 minutes. Samples were then loaded on 7.5% acrylamide gels for
electrophoretic separation. The gels were stained with Coomassie blue, destained in 10%
acetic acid, impregnated with Amplify (Amersham, Montréal, Québec), dried and exposed
to pre-flashed Hyperfiim MP (Amersham, Montréal, Québec) for periods varying from 1 to
6 days. Slow axonal transport was assessed by following the advance of the 150 kDa
middle neurofflament subunit (NF-M) iabeling front across the 5 optic nerve segments. The
position of the front was determined as the segment preceding the one where the protein
density dropped to 10% of its highest value for that animal. The expression level of NF-M
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is 85% of controls 2 weeks afier an intracranial crush of the optic nerve (McKerracher et
al., 1993). Nf-M lanes of an autoradiograph were scanned for densitometry using an Epson
perfection 1200U scanner, transferred to Adobe Photoshop 6.0 and the images were
analysed with the densitometry IQ MAC 1.2 software (Molecular Dynamics)..
2.4. Resuits
2.4.1. Localîzed application of C3-07 after axotomy
To determine any effects of C3-07 on normal axon growth, we applied ceil
permeable Rho antagonist C3-07 to celi bodies or distal axons in sympathetic neurons
plated in compartmented cultures (Fig. lA). The cultures were maintained for 5 to 7 days at
which time axons in the distal chambers were axotomized. Immediately after axotomy,
media with C3-07 (2.5 ig/m1) was added to selected compartments, and axonal regrowth
was measured 3 days later. C3-07 did flot significantly increase the rate that axons extended
along the tracks after axotomy, but there was approximately 15% enhancement of growth
rate, independently of the site of application (Fig. lB). Treatment of both ceil bodies and
axons did flot further increase the response to the treatment.
After axonal regrowth was measured in the above experiment, lysates from ceil
body compartments and distal axon compartments were prepared and the proteins separated
by electrophoresis. Western blot analysis revealed that the preponderance of C3-07
localized to the cellular regions within the compartments in which it was directly applied,
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although a relatively small amount of C3-07 applied to ce!! bodies trave!ed into distal axons
and vice versa (fig. YC).
2.4.2. Localized application of C3-07 promotes axonal growth on MAG
substrate
Inactivation of Rho stimu!ates neurite outgrowth on inhibitory substrates when
neurons in culture are exposed to Rho antagonists (Lehmann et al., 1999; Dergham et al.,
2002; Winton et al., 2002; Monnier et al., 2003). We determined if C3-07 application to
either the celi body compartment or the distai axon compartments was sufficient to
overcome growth inhibition by myelin-associated glycoprotein (MAG). The MAG
substrate was added to the side compartments of coilagen-coated dishes, in areas that would
correspond to the side chambers of the compartmented cultures. Sympathetic neurons were
plated in the center compartment, and after 1 day in culture, when axons were just entering
the side compartments, C3-07 (2.5 ig/m1) was added to the culture media of the ce!! body
compartment, or both dista! axon compartments or ail 3 compartments. Without C3-07
treatment, most axons contacting the MAG substrate col!apsed, inhibiting neurite
outgrowth (fig. 2A, B). With C3-07 treatment however, axonal growth on MAG (fig. 2C)
was similar to growth of contro! axons on collagen (fig. 2D). Addition of C3-07 to either
the celi body compartment or the distal axon compartments was sufficient to induce growth
on MAG, but axona! length was flot further increased when ail compartments were exposed
to C3-07 (fig. 2E). After 3 days, treatment of the ccl! body compartment resulted in an
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average growth of 2.3 mm, compared to 2.5 mm for treatment of the distai axons
compartments or for treatment of ail compartments. At the same time point, the axons of
control neurons piated on collagen without MAG had grown about 25% farther than the
axons of C3-07 treated neurons growing on the MAG substrate (Fig. 2E). Most of this
difference occurred between days 2 and 3 of growth. Since the C3-07 had been replenished
on day 2, this was flot likely produced by a reduction of the effect of C3-07. Rather, it
seems iikely that the growth promoting effect of C3-07 does flot iast indefinitely.
Therefore, we conciude that C3-07 promotes axonai growth on inhibitory MAG substrate,
inespective of the site of application.
2.4.3. Intravitreal injection of C3-05 or C3-07 stimulates regeneration in
the optic nerve
Previous resuits demonstrated that in the aduit rat, an application of C3 at ffie site of
an optic nerve lesion promotes axon regeneration (Lehmann et al., 1999). To test if
treatment of the RGC celi bodies promoted regeneration in vivo, we injected Rho
antagonists into the vitreous immediateiy afier microlesion of the optic nerve 1 mm behind
the optic disc. In the first experiments, we used C3-05 (n = 4), an affinity-purified ceil
permeable variant of C3, untii a more highiy purified version, C3-07 (n = 7), became
avaiiable. Both have the same enzymatic activity and transport sequence. Control animais
received a PBS injection (n 5), or microiesion alone (n = 5). Axon regeneration in the
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optic nerve was evaluated 14 days later, foliowing an injection of the anterograde tracer
choiera toxin J3 subunit (CTI3).
Two weeks afier microlesion, virtually no CT-positive axons were detectable in
control animais (Fig. 3A), while a large number of axons were visible past the lesion site in
C3-05 (Fig. 33) and C3-07 treated rats (F ig. 3C). The microcrush injury model provides a
clearly defined lesion site with littie or no cavitation (Selles-Navarro et al., 2001), and the
lesion site was identified by dark field microscopy and/or CTI3 staining. The number of
axons present at different distances past the lesion site were then counted. Animais treated
with C3-05 (Fig. 3D) or C3-07 (Fig. 3E) had a significantly higher number ofregenerating
axons per section than controls, at distances of 50, 100 and 250 im from the lesion site.
Regeneration in animais injected with C3-07 was similar to that of C3-05 treated animais,
but we observed a greater number of longer axons in some animais treated with the more
highly purified C3-07 (fig. 3C).
C3-05 was also used to evaluate regeneration four weeks afier microiesion. At that
time point, we still observed signfficantly more axons growing past the lesion site in the
C3-05 treated group (n = 5) than in the control groups (PBS n = 5, or microlesion alone
n 5) at distances of 50, 100 and 250 jim (Fig. 4).
These resuits indicate that application of Rho antagonists C3-05/07 to RGC ceil
bodies can promote optic nerve regeneration afier microiesion. To examine if treatment had
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a sustained effect on axon growth, we compared the average length of the longest axon in
treated optic nerves 2 and 4 weeks afier axotomy. No significant differences in axon length
were detected at 4 weeks compared to 2 weeks (flot shown), suggesting that a single
treatment does flot resuït in sustained long-term growth.
To examine the localization of C3-07 afier injection in the eye, we injected 5 j.ig of
C3-07 in the eye afier microlesion of the optic nerve. We prepared retina and optic nerve
homogenates for Western blots 3 days later, and probed them with an anti-C3 antibody. The
specific C3-07 band was compared with recombinant C3-07 protein run in a separate lane
(flot shown). We observed full length C3-07 in optic nerve lysates when C3-07 was injected
in the eye ($upplemental figure no 1, available at www.jneurosci.org), in agreement with in
vitro studies with compartmented cultures.
2.4.4. Delayed treatment with C3-07 stimulates regeneration through
file lesion scar
By 24 hours afier microlesion, a CSPG positive scar is welI formed (Selles-Navarro
et al., 2001). To determine if a deiayed treatment with C3-07 stimulated regeneration of
RGCs through the lesion scar, we injected C3-07 (n = 8) in the vitreous 4 days afier
microlesion of the optic nerve, and examined regeneration 10 days later. Control animais
were injected with PBS (n 5). A large number of CTI3-positive axons could be seen past
the lesion site in treated animals, while very few were observed in PBS controls (f ig. 5A).
Animais treated with C3-07 had a significantiy higher number of regenerating axons per
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section than controls, at distances of 50, 100, 250 and 500 tm from the lesion site (fig.
5B). A comparison of number of axons per section showed similar numbers ofregenerating
axons in animais treated with an immediate (Fig. 3D) or delayed (Fig. 5B) injection of
C3-07. The average iongest axon was significantly longer in animais receiving either an
immediate or delayed C3-07 treatment than in PBS controls (Fig. 5C). These resuits
demonstrate the existence of a therapeutic window for a Rho antagonist treatment afier
optic nerve injury, and indicate that inactivation of Rho allows RGC axons to grow across
the lesion scar.
2.4.5. Intravitreal injection of C3-07 increases RGC survival
We previously reported that inactivation of Rho prevented apoptotic ce!! death afier
spinal cord injury (Dubreuil et ai., 2003). Afier injury of the optic nerve approximate!y haif
of the RGCs die by apoptosis by 1 week. To determine if a single intravitreal injection of
C3-07 protected RGC from ce!! death, we examined RGC surviva! in retinal whole mounts.
RGCs were retrogradely labe!ed with F!uorogold one week prior to optic nerve axotomy,
and surviving RGCs were counted 7 or 14 days !ater in animais treated with C3-07 (n=7 at
7 days, n5 at 14 days) or vehicle contro! (n=3 at 7 days, n4 at 14 days). Treatment with
C3-07 comp!ete!y rescued RGCs 1 week afier axotomy, compared to 40 % survivai in
vehic!e injected anima!s (Fig. 6). RGC survival after a single injection was flot sustained
and RGC numbers decreased afier one week. However, at 14 days, ceil survival was stiil
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significantly better with C3-07 treatment, with more than twice the number of RGCs in
treated animais compared to controis.
2.4.6. Slow axonal transport after C3-07 treatment
Axonal transport in normal and injured optic nerve of aduit rat has been well
described (McQuarrie et al., 1986, 1989; McKerracher et ai., 1990) and is detected by
examining the movement of 35S-methionine-labeled proteins along 2 mm optic nerve
segments. In uninjured optic nerve the rate of slow axonal transport of neurofilament, as
detected by the 150 kDa middle neurofilament subunit (NF-M). is approximately 0.5
mm!day (McQuarrie et ai., 1986), and the transport rate decreases significantiy when the
optic nerve is crushed intracranially near the optic chiasma (McKerracher et al., 1990). To
determine if C3-07 had an impact on slow axonal transport, the optic nerve was crushed 6
days afier labeling, a time when tubulin and neurofilament proteins enter the optic nerve
(Fig. 7A). Control animais received no injection or were injected with PB$, and treated
animais received an intraocuiar injection of C3-07 immediateiy afier the crush. Optic
nerves were removed 8 days after crush, a total of 14 days after labeling, and were cut into
5 segments of 2 mm each (Supplementai figure no 2. available at www.jneurosci.org).
The NF-M front in uninjured control animals reached the second segment 6 days
afier labeling (Fig. 7A) and progressed to the fifth segment by 14 days afier labeling (Fig.
7B). In untreated animais whose nerve was crushed 6 days afier labeling, the NF-M front
reached the third segment 14 days alter labeiing (Fig. 7C and D). This distance is sïmilar to
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ifiat observed in animais who were sacrificed 6 days afier labeling (Fig. 7A), showing a
dramatic decrease in slow axonal transport after optic nerve crush. When C3-07 was
injected in the vitreous immediately afier the optic nerve crush (Fig. 7E), the NF-M front
traveled no further than it did in control axotomized animais with no injection (Fig. 7C) or
PBS injection (Fig. 7D). Therefore, C3-07 did flot increase slow axonal transport afier
injury. We also tested if C3-07 affected slow axonai transport in uninjured nerve. The
distance traveied by the NF-M front in uninjured animais afier C3-07 injection at day 6
afier labeling was not changed at 14 days (data flot shown).
2.5. Discussion
These findings show that C3-based Rho antagonists have a growth-promoting effect
on distal axons even when applied to neuronal celi bodies. Our in vitro experiments with
compartmented cultures indicate that C3-07 promotes axonai growth on inhibitory
substrates, when appiied to either ceil bodies or distai axons. Previous treatments tested in
compartmented cultures, such as NGf (Campenot, 1994) or guai cell-conditioned medium
(Hayashi et al., 2004), promoted axonai growth when applied in distai axon compartments,
but flot when applied in the celi body chamber. In vivo, treatment of ceil bodies with an
intraocular application of C3-05 or C3-07 promoted axon regeneration similar to that
obtained with an application ofC3 to injured optic nerve (Lehmann et ai., 1999). Therefore,
both in vitro and in vivo experiments suggest that the site of application of Rho antagonists
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is flot determinant for promoting axonal growth and regeneration in the presence of growth
inhibitors. V
We are the first to directly compare the effect of the application of a Rho antagonist
to celi bodies versus injured axons. Other studies show growth promoting factors are
effective in stimulating axonal regeneration when applied to the eye, such as factors
secreted in the retina following lens injury or intravitreal implantation of peripheral nerve
grafi (So and Aguayo, 1985; Leon et al., 2000). Intravitreal grafting of acellular peripheral
nerve has a small regenerative effect on RGCs (Beny et al., 1996) while acellular grafis
connected to the cut end of the optic nerve do flot (Berry et al., 1988; Hall and Berry,
1989). By contrast, inhibitors ofNogo have only been tested after application to the injured
optic nerve (Weibel et al., 1994; Cui et al., 2004).
The similarity of results on axonal growth and regeneration when C3-07 is applied
at the celi bodies or injured axons can be explained, at least in part, by diffusion or active
transport of C3-07 between ceil body and axon. C 3-07 initially applied to the ceil body was
later detected in untreated axons in both our in vitro and in vivo experiments. Therefore, the
effect of Rho antagonists on regeneration could result from known actions on the actin
cytoskeleton at the growth cones. C3-07 might prevent growth cone collapse through its
known action on blocking inhibitory signaling. The increased survival observed 2 weeks
afier lesion in C3-07-treated animais might also contribute to the higher level of
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regeneration, aithough survival strategies alone are flot sufficient to promote regeneration
(Mansour-Robaey et al., 1994; moue et al., 2002).
We report here that treatment with C3-07 prevented death of RGCs for at least one
week, a finding consistent with a recent report on RGCs transfected in vivo with a C3-
constmct where increased RGC survival was reported (Fisclier et ai., 2004b). One
difference in the two studies however, if that Fischer et ai reported oniy a partial increase in
RGC survival, perhaps explained by transfection efficiency. Possibly, the application of ceil
permeable C3-07 in our study affected other ceils, such as Muller celis, that might also
influence ceil survival. It is important to note that the survival rates that we report here are
comparable to the best resuits obtained when the neurotrophic factor BDNf is injected in
the vitreous after axotomy (Mansour-Robaey et al., 1994; Peinado-Ramon et ai., 1996).
BDNF is also able to rescue ail RGCs from axotomy at 1 week afier intraocular injection,
and ROCs begin to die between 7 days and 14 days. Similary, the effect of C3-07 is flot
sustained afier a single application, and ROCs begin to die between one and two weeks
after axotomy.
We have previously shown that CSPG immunoreactive proteins are expressed at the
optic nerve lesion site as early as 24 hours afier the injury (Selles-Navarro et al., 2001). The
axonal regeneration observed when application of C3-07 was deiayed for 4 days afier optic
nerve injury demonstrates that ROC can grow past the scar when Rho is inactivated. This
observation supports studies showing that Rho inactivation with C3-07 promotes axon
103
growth through scars formed in vitro with meningeal celis that express CSPGs (Shearer et
al., 2003).
Our resuits clearly show that inactivating Rho with C3-07 applied to the celi bodies
promotes regeneration of ROC axons. However, regenerating axons did flot grow for long
distances afier crossing the lesion site, a resuit consistent with findings from most studies
on regeneration in the rat optic nerve (Lehmann et al., 1999; Leon et al., 2000; Ellezam et
al., 2003; Sapieha et al., 2003; Fischer et al., 2004a). Treatments such as vaccination with a
spinal cord homogenate or application of C3 to the lesion site can induce a much longer
regeneration in the spinal cord (Huang et al., 1999; Dergham et al., 2002) than in the optic
nerve (Lehmann et al., 1999; Eliezam et al., 2003), a finding flot weil understood. The
number of regenerating axons is another important determinant when examining
regeneration. Although numbers of regenerating RGCs are significant after Rho
inactivation, the number of ROCs that regenerate are small, even though C3-07 has a
survival-promoting effect. We estimate that only 0.5% of RGC axons extend past the lesion
site. This small number could be explained in part by the finding that less than 1% of
postnatal RGCs retain rapid axonal elongation capabilities (Goldberg et al., 2002a). By
contrast, many more RGCs can grow in the permissive environment of a PN grafi
(Villegas-Perez et al., 198$; Cui et al., 2003). It was recently shown that the combination of
Rho inactivation with Yens injury could increase dramatically the success of regeneration,
compared with C3 alone, even though flot ail ROCs were transfected with the C3 construct
(Fischer et ai., 2004b). It has been suggested that combination therapies offer the best hope
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for robust and substantial regeneration, a suggestion supported by other recent
investigations of RGC regeneration. Combining CNTF treatment with Nogo-neutralizing
antibody IN-1 (Cui et al., 2004) was more effective than either strategy alone. Dominant
negative Nogo receptor expressed in RGCs in vivo does flot promote regeneration, but
when combined with lens injury, there was a robust regeneration, better than lens injury
alone (Fischer et al., 2004a). RGCs lose their trophic responsiveness following axotomy
(Shen et al., 1999) and ROCs require “priming”, such as by treatment with cAMP, to help
increase their responsiveness to neurotrophic factors (Goldberg et al., 2002b). Taken
together, current studies suggest that combining Rho inactivation with treatments that
prime mature RGCs into a growth mode enhances the number of RGCs regenerating over
long distances into an inhibitory environment.
Our experiments confirmed a previous report that slow axonal transport is almost
completely stopped afier an intracranial crush ofthe optic nerve (McKerracher et al., 1990).
Typically, RGCs do not regenerate with intracranial injury, even when a peripheral nerve
graft is provided (Richardson et al., 1982; You et al., 2000). However, combining
intraocular growth factors with a peripheral nerve graft promotes ROC regeneration afier
distal axotomy (Cui et aI., 1999). Slow axonal transport is critical to regeneration because it
supplies cytoskeletal proteins that are required to support axon elongation. To test the effect
of Rho inactivation on slow axonal transport we axotomized optic nerves near the chiasma,
which is almost 1 cm farther than the site of axotomy used for our regeneration
experiments. This change was necessary to provide a sufficient iength of optic nerve for the
105
transport experiments, but it should be noted that there are differences in RGC survival and
regenerative ability with intraorbital and intracranial axotomy (Villegas-Perez et al., 1993;
You et al., 2000). C3-07 did flot prevent the decrease in slow axonal transport after
intracranial axotomy, suggesting that, under these conditions, C3-07 does flot have a
“priming” effect, even though it can promote RGC survival.
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2.6. Figures
Figure 1. C3-07 and axonal regrowth in vitro after axotomy.
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Figure 1. C3-07 and axonal regrowth in vitro after axotomy. (A) Diagram of companmented
culture showing the Teflon divider and an enlargement of the neurons on a single track among the 16-20
tracks in an individual culture. Compartrnented cultures isolate ceils bodies and proximat axons (CB/PAx)
and distat axons (DAx) of neurons in isolated fluidic compartments. (B) Axonal regrowth of axotomized
axons following application ofC3-07 to ceil bodies, distal axons, or both. Data represents the average ofthree
or more experiments each employing triplicate cultures. (C) Location of C3-07 3 days after application to the
ceil bodies, distal axons, or both. four experiments on a Western blot are shown (dashed line), with + and —
indicating where C3-07 was applied or flot. Each lane shows pooled lysates from 3 chambers, probed with a
polyclonal anti-C3 antibody.
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Figure 2. C3-07 promotes axonal growth on MAG substrates, independently of the
cellular location of application.
Time from start of treatment (deys)
Figure 2. C3-07 promotes axonal growth on MAG substrates, independently of the cellular
location of application. (A-D) Micrographs of the most distal region of axons of rat sympathetic neurons
plated in Campenot chambers, with the measurement bar to show the distance of axon growth. (A) Axons on
MAG substrates which stop at 0.49 mm; (B) higher magnification of same micrograph as in (A) showing
distal axons as they contact MAG substrates; (C) axons on MAG substrates and treated with C3-07 grow over
2 mm; (D) axons plated on collagen substrates grow over 2 mm (E) Measurement of the average axonal
length. Data represents the average of four or more experiments performed in triplicate
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Figure 3. Immediate treatment with intravitreal injection of C3-05 or C3-07
stïmulates regeneration in the optic nerve after 2 weeks.
A Untreated B C3-05
D
30,0
25,0
20.0
E
‘‘
15,0
o
10.0
5.0
0,0
E
**
OP5s
•C3-07
*
50 un 100 un 250 um 500 un I un
Distance fmm Iesion site
Figure 3. Immediate treatment with intravitreal injection of C3-05 or C3-07 stimulates
regeneration in the optic nerve after 2 weeks. (A-C) Photographs of optic nerve sections immunostained
with a CTj3 antibody to reveal axons regenerating distally to the lesion site (arrowheads) 2 weeks afier
microlesion in untreated (A), C3-05 (B) or C3-07 (C) treated animai. (D-E) Quantification of regeneration, 2
weeks after microlesion, in C3-O5 (D) and C3-07 (E) treated animais, compared to controls. Scale bar (in A)
for A-C: 100 um. p <0.001, ** p <0,01, * p <0,05 Student’s t-test.
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Figure 4. Immediate treatment with intravitreal injection of C3-05 stimulates
regeneration in the optic nerve after 4 weeks.
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Figure 4. Immediate treatment with intravitreal injection of C3-05 stimulates regeneration in
the optïc nerve after 4 weeks. Quantification of regeneration, 4 weeks after microlesion, in C3-05 treated
animais compared to controls. ** p <0,01, * p <0,05 Student’s t-test.
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Figure 5. Delayed treatment with C3-07 promotes regeneration past the lesion site. (A)
Photographs of optic nerve sections immunostained with CT antibody to reveai axons regenerating distally
to the lesion site (arrowheads) 2 weeks afier microiesion in C3-07 treated animais and PBS controis, C3-07 or
PBS was injected into the vitreous 4 days after optic nerve injury. Scale bar, 100 um. (B) Quantification of
regeneration in C3-07 treated animais compared to controis. (C) Comparison of average Iongest axon in each
treatment group, foliowing an immediate or delayed treatment. ** p <0,01, * p < 0,05 Student’s t-test
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Figure 5. Delayed treatment with C3-07 promotes regeneration past the lesion site.
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Figure 6. C3-07 promotes survival of axotomized RGCs.
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Figure 6. C3O7 promotes survival of axotomized RGCs. RGCs were retrogradely Iabeled
one week before optic nerve injury. C3-07 or vehicle were injected into the vitreous after optic nerve
transection, and retrogradely labeled RGCs were counted in retinal whole mounts prepared 7 days or 14 days
after axotomy.
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Figure 7. C3-07 does not accelerate slow axonal transport after intracranial optïc
nerve crush.
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Figure 7. C3-07 does flot accelerate slow axonal transport after intracranial optic nerve
crush. Detection of slowly transported tubulin and NF-M (arrows) after 35S-methionine-labeling shows the
labeling front as these proteins are transported into the optic nerve with time. (A-B) Transport in normal optic
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Supplemental figure 1. Detection of C3-07 in retinal and optic nerve Western blot.
C3-07 in retina
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Supplementat figure 1. Detection of C3-07 in retinal and optic nerve by Western blot. Tissue
homogenates were prepared from untreated retinas and optic nerves, and retinas and optic nerves 3 days after
injection with C3-07. Western blots were probed with anti-C3 antibody.
Supplemental figure 2. Diagram of sample collection for axonal transport
experïments.
mm from the eye
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Supplemental figure 2. Diagram of sample collection for axonal transport experiments. Optic
nerves are removed and cut into 5 segments of 2 mm each to study axonal transport aller injection of
35S-methionine into the eye. The optic nerve cush is performed intracranially, near the chiasma, 6 days aller
labeling.
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Chapitre 3. Article 2 - Enhanced survival and
regeneration of axotomized retinal neurons by
repeated delivery of ceil-permeable C3-like Rho
antagonïsts.
Les expériences présentées dans ce deuxième article visaient d’abord à déterminer si
une inactivation soutenue de Rho, par des injections répétées d’antagonistes de type C3,
pouvait augmenter la survie et la régénération des cellules ganglionnaires de la rétine après
une lésion du nerf optique, par comparaison avec les résultats obtenus avec une injection
unique d’antagonistes de Rho, présentés dans le premier article.
Nous étions aussi intéressés à savoir si le moment où les injections d’antagonistes
de Rho étaient faites influencait les résultats de survie et de régénération.
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3.1. Abstract
Inactivation of Rho GTPase with a single intraocular injection of Rho antagonists
stimulates survival and regeneration of retinal ganglion celis (RGCs) afier optic nerve
injury. However, this effect is short-lived. Here we tested the impact of multiple injections
of C3-like Rho antagonists on RGC viability and axon regeneration afier optic nerve lesion.
Our data show that both neuronal survival and axon regeneration were enhanced with
repeated delivery of celi-permeable C3. We found a ‘—1.5 fold increase in RCG survival
when additional Rho antagonist injections were performed afier the first week from the
time of lesion. In contrast, increased regeneration required early inactivation of Rho and
injections performed in the second week did not further enhance regenerative outcome.
These resuits reveal differences in the length of the therapeutic windows through which
Rho inactivation acts on RGC survival or regeneration after axotomy.
Keywords: Rho GTPase, retinal ganglion cell (RGC), optic nerve, neuroprotection,
regeneration, C3
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3.2. Introduction
Lesions to the central nervous system (CN$) lead to neuronal death and recovery is
limited because surviving neurons fail to regenerate their axons. Strategies to promote both
neuroprotection and axon regeneration are necessary to stimulate recovery after injury. The
rat retinocollicular pathway is an excellent system to test neuroprotective and regenerative
strategies following nerve lesion. In the aduit rat, retinal ganglion ceils (RGCs) die rapidly
when their axons are severed close to the optic disc (Berkelaar et al., 1994). Without
treatment, less than 15% ofali RGCs survive at 2 weeks afier injury (Berkelaar et al., 1994,
Mansour-Robaey et al., 1994, Sapieha et al., 2003, Pemet and Di Polo, 2006), and very few
regenerating axons are observed in the optic nerve, distal to the lesion (Lehmann et al.,
1999, Selles-Navarro et al., 2001, $apieha et al., 2003). Lack of regeneration is largely
attributed to growth inhibitors present in myelin (Filbin, 2003, Grados-Munro and Foumier,
2003) and in the glial scar that forms at the lesion site (Morgenstern et al., 2002, Silver and
Miller, 2004). Growth inhibitory proteins exert their intracellular effect through a variety of
pathways that converge on the activation of Rho GTPase (Dergham et al., 2002, Niederost
et al., 2002, Winton et al., 2002, Fournier et al., 2003, Monnier et al., 2003) leading to
growth cone collapse (Jalink et al., 1994, Tigyi et al., 1996).
Rho GTPase can be inactivated with C3 ADP-ribosyltransferase from C. botulinum,
and application of C3 at the lesion site stimulates RGC axon regeneration afier optic nerve
lesion (Lehmarm et ai., 1999). C3 has vcry poor membrane perrneability, therefore we
I —
recently generated ceil permeable variants ofC3 to facilitate its entry into mammalian celis
(Winton et al., 2002). furthermore, we recently demonstrated that a single intraocular
injection of these C3 derivatives stimulated significant RGC axon regeneration afier optic
nerve axotomy (Bertrand et al., 2005). In addition, Rho inactivation markedly increased
survival of axotomized RGCs (Bertrand et al., 2005). However, the effect of those C3-
derived compounds on neuroprotection and regeneration was only transient, suggesting that
a single dose of these C3 derivatives did flot inactivate Rho long enough to sustain RGC
survival and axon regeneration. Therefore, we hypothesized that sustaining Rho
inactivation through increased delivery of Rho antagonists would improve RGC viability
and axon growth after optic nerve injury.
To test this hypothesis, we delivered Rho antagonists by a multiple injection
protocol, a strategy that also allowed us to determine how the timing of Rho inactivation
affected survival and regeneration outcome. Our resuits demonstrate that repeated delivery
of ceil-permeable Rho antagonists markedly improves RGC survival and axon regeneration
over single injection treatment. We also establish that repeated doses of C3 derivatives
increase the number of regenerating axons only when performed early after injury, while
additional injections in the second week do flot promote additional axon growth. further,
our resuits reveal an important difference in the length of the therapeutic windows for the
effect of Rho inactivation on neuronal survival or regeneration. Although both sun’ival and
regeneration are stimulated when Rho is inactivated in the first week, only survival is
increased by late injections of Rho antagonists.
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3.3. Materials and methods
3.3.1. Rho antagonists C3-07 and C3-11
C3 is an ADP-ribosyltransferase from Clostridium botutinum with the ability to
inactivate the GTPase Rho. To facilitate its entry into ceils, modified versions of C3 were
prepared (Winton et al., 2002). In the current study, we used C3-07 (Bertrand et al., 2005)
and C3-11, which are ceil-permeable variants of C3 with the same enzymatic activity. C3-
11 was modified from C3-07 when non-essential amino acids containing a proteolytic site
were removed to facilitate purification by fast protein liquid chromatography (FPLC)
(BioAxone Therapeutics, personal communication). Similar biological activity of C3-07
and C3-1 1 was previously confirmed by neurite outgrowth assay and Rho pull-down assay,
as described for C3-05 (Winton et al., 2002). C3-07 was provided in PBS. while C3-1 1 was
in saline. Therefore, vehicle used in control experiments was either PBS or saline,
depending on the C3 variant used.
3.3.2. Intraorbital microlesion surgery and treatment with Rho
antagonists
All animal procedures followed guidelines from the Canadian Council of Animal
Care. Intraorbital optic nerve microcrush lesions effectively axotomize all RGC axons and
provide a well-defined lesion site (Selles-Navarro et al., 2001). Nerve microcrush lesions
were performed on female Sprague-Dawley rats (180-200 g, Charles River, $t-Constant,
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Québec), under gas anesthesia (2.5-3% isoflurane in oxygen). The lefi optic nerve was
exposed, the durai sheath was sut longitudinally, and the nerve was crushed 1 mm from the
globe by holding a tight knot made with a 10_0 suture for 60 seconds, afier which the suture
was completely removed. Animais were treated with C3-07 (regeneration studies), C3-1 1
(survival studies) or vehicle (PBS or saline) by intravitreal injection in a total volume of 5
tl, a volume commonly used (Mansour-Robaey et al., 1994, Ciarke et ai., 1998, Kermer et
al., 2001). The injection schedules are outlined in Figures 1 and 3. When an injection was
scheduled on day 0, it was performed immediateiy afier the optic nerve lesion, in the
posterior retina at approximately 2 mm from the optic nerve head. Any injection scheduled
later than day O was performed through a single anterior injection site, accessed after the
conjunctival tissue was first cut to reach the peripheral sciera. Therefore, a maximum of 2
punctures of the sciera and retina were needed, even when 3 or more injections were
performed. Intraocular injections were made with a fine glass tube attached to a 10 ii
Hamiiton syringe. The needle was removed slowly over —5 seconds, and the injection site
was sealed with surgicai giue (Indermili, Tyco Heaith Care Canada, Montréal, Québec).
Care was taken flot to damage the iens during the injection, as lens injury has been reported
to stimulate survival and regeneration of RGCs (Fischer et al., 2000, Leon et al., 2000).
The vascular integrity of the retina was verified by fundus examination. Animais that
showed signs of lens injury or compromised blood supply were excluded from the study.
126
3.3.3. Retrograde labeling and analysis of RGC survivat.
Surviving RGCs in the retina were identified by retrograde labeling with 2%
fluorogold (fluorochrome, Denver, CO) applied to the right superior coïliculus as
described (Bertrand et aI., 2005). Microcrush lesion surgery was performed 5 to 7 days later
on the lefi optic nerve. Fourteen days afler injury, animais were intracardially perfused with
4% paraformaldehyde (PfA) in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.2), and retinal whole
mounts were prepared. Photographs of 12 standard retinal areas located 1, 2 and 3 mm from
the optic dise in each ofthe ocular quadrants (Villegas-Perez et al., 1993) were taken with a
CCD camera (Retiga, Qimaging, ON, Canada) and Fluorogold-positive RGCs were
counted in ail 12 areas using Northern Eclipse image analysis software (Empix Imaging,
Missisauga, ON, Canada). Statisticai analysis was performed by one-way anaiysis of
variance (ANOVA), and Tukey-Kramer tests were used as post-tests.
3.3.4. Anterograde labeling, immunohistocbemistry and analysis ofaxon
regeneration
In ail cases, axon regeneration was analyzed at 14 days afier optic nerve lesion and
regenerating axons were identified by anterograde labeling with choiera toxin j3 subunit
(CT3) (Sigma, Oakville, Ontario). Animais received an intravitreal injection of 5 j.ti of 1%
CT 24 hrs prior to intracardial perfusion with 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M
phosphate buffer (PB, pH 7.2). The lefi optic nerve was removed, cryoprotected ovemight
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in 30% sucrose in PBS, embedded in Tissue-Tek (VWR, Montréal, Québec) and frozen in
2-methylbutane in a liquid nitrogen bath. Longitudinal cryostat sections of optic nerves
(14 jim) were mounted on Superfrost Plus siides (Fisher, Montréal, Québec). To detect
CT in ROC axons, siides were post-fixed in 4% PFA in 0.1 M P3 and blocked for 1 hr
with 5% normal rabbit serum, 3% bovine serum albumine (3$A) and 0.2% Triton X-100.
Siides were then incubated overnight with goat CT antibody (1:4000) from List Biological
Laboratories (Cedarlanes Laboratories, Homby, Ontario), followed by incubation with anti
goat biotinylated antibody (1:200) (Vector Laboratories, Burlington, Ontario), and
subsequently with streptavidin-conjugated dichiorotriazinyl amino fluorescein (DTAf)
(1:400) from Jackson Immuno Research (Cedarlanes Laboratories, Homby, Ontario).
Four to ten sections per animal were examined by epifluorescence microscopy, to
detect CT3-labe1ed axons, and photographed using a CCD camera (Retiga, Qimaging, ON,
Canada). Images were then processed with Northern Eclipse image analysis software
(Empix Imaging, Missisauga, ON, Canada). The lesion site was accurately identified by
visualization of optic nerves in dark field microscopy as described (Sapieha et al., 2003).
Regeneration was quantified by counting the number of CT3-positive axons crossing a une
parallel to the lesion site at distances of 100 11m, 250 jim, 500 jim, 750 jim and 1000 im.
$tatistical analysis was performed using the In Stat software (Graph Pad, San Diego,
California) by one-way analysis of variance (ANOVA), and Tukey-Kramer tests were used
as post-tests.
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3.4. Resuits
3.4.1. Repeated delivery of a Rho antagonist increases RGC survival
We previously demonstrated that Rho inactivation using C3-based Rho antagonists
increased RGC survivai at 7 and 14 days following optic nerve injury (Bertrand et al.,
2005). However, this neuroprotective effect was transient as treatment with a single
injection of antagonist delayed but did not prevent RGC death. We speculated that
sustained Rho inactivation via multiple intraocular injections of C3-1 1 may boost RGC
survival compared to a single application. We tested this hypothesis by quantifying
densities of RGCs at 2 weeks afier axotomy in eyes that received 1, 2 or 3 injections of 1
ig of C3-l 1 (Fig. lA). The following C3-l 1 treatment regimens were performed: j) single
injection at the time of optic nerve lesion (day 0) (n = 5), ii) 2 injections (day O and day 5
afier nerve injury) (n = 6), and iii) 3 injections (days 0, 5 and 10) (n = 4). We limited the
number of punctures through the sciera to a maximum of 2 by using the same injection site
for ail injections performed after day 0. This is an important issue because retinal injury
such as a cut or puncture through the retina can increase the ievel of mRNAs for ciliary
neurotrophic factor (CNTf), basic fibroblast growth factor (bfGF) and FGf receptor-1
(FGFR-1) in rodents (Wen et al., 1995, Cao et al., 1997, Cao et al., 2001), and both CNTf
and bFGF have been shown to promote RGC survival (Weise et al., 2000, Zhang et al.,
2005, Leaver et al., 2006) or regeneration (Sapieha et al., 2003, Leaver et al., 2006)
following optic nerve lesion.
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Our resuits indicate a significant effect of the number of injections on RGC survival
(Fig. lB, ANOVA, F(2,12) 5.013, P 0.0262). A regimen of 2 injections did flot increase
survival compared to a single C3-11 application (fig. LB, Table 1). However, RGC
survival markedly increased with 3 injections of Rho antagonist. The 3-injection regimen
led to a 20% survival rate, representing a —1 .5-fold increase with respect to eyes treated
with single or double injections
(p
<0.05, ANOVA, Tukey-Kramer post test) and a 3.5-
fold increase with respect to vehicle-treated control eyes. Images of flat-mounted retinas
showing Fluorogold-labeled RGCs after treatment with 1 or 3 injections of C3-1 1 are
presented in figure 2, compared to intact or saline-injected retinas. Figure 1C compares
treatment with a single C3-1 1 injection to ah controls (ANOVA, f(4,15) 14.340, P <
0.0001) and shows that each control group had a significantly lower survival rate compared
to animais treated with a single C3-ll injection (p < 0.001, ANOVA, Tukey-Kramer post
test) (fig. 1 C, Table 1). Multiple injections of saline (vehicle) did not increase survival
compared to nerve microlesion-oniy or single injection of saline, showing that the
additional injections by themselves had no effect on survival (fig. 1C, Table 1).
Next, we sought to determine whether a lower dose of Rho antagonist (0.1 tg
instead of 1 tg) and a more frequent delivery regimen (up to 5 injections instead of 3) over
the same 2-week administration period would further improve neuronal survival (Fig. 1D).
For this purpose, C3-11-treated animais received either: i) a single injection at the time of
optic nerve injury (day 0) (n = 4), ii) 3 injections (days 0, 5 and 10 after nerve lesion) (n =
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5), or iii) 5 injections (days 0, 3, 6, 9 and 12) (n = 7). Again, we limited the number of
injection sites to 2, even when 5 injections were performed. Treatment with this lower dose
ofC3-11 significantly increased survival after lesion (Fig 1F, ANOVA, F(3,J.2) = 10.122, P
0.0013). A single injection of 0.1 ig of C3-l 1 provided significant ROC survival
compared to microlesion-only and ah saline-treated control groups (p < 0.01, ANOVA,
Tukey-Kramer post test), and resulted in a similar survival rate (1 3%) as that observed
with a single injection of I ag of C3-h1 (Figs. lB, E, F, Table 1). Our resuits show a
significant effect of the number of injections of 0.1 ig on survival resuits (Fig. 1F,
ANOVA, F(2,13) = 3.955, P = 0.0455). Treatment with 3 injections ofC3-11 (0.1 jtg) did
flot significantly increase ROC survival compared to a single application, but a regimen of
5 injections resulted in a -1 .5-fold increase over a single injection (p < 0.05, ANOVA,
Tukey-Kramer post test) (Fig. lE, Table 1) and a 3.5-fo1d increase over vehicle-injected
controïs. However, the almost continuous supply of Rho antagonist provided by 5
injections of C3-1 1 (0.1 fig) did not further increase the maximum survival rate obtained
with 3 injections of the higher dose (1 fig) (Figs. lB and lE). Together, these data
demonstrate that repeated delivery of Rho antagonists markedly increase ROC survival
over a single administration.
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3.4.2. Repeated delivery of a Rho antagonist increases RGC
regeneration
In a previous study, we showed that a single intravitreal injection of 1 tg of C3-07
stimulated RGC axon regeneration at 2 weeks afier optic nerve microcrush lesion (Bertrand
et al., 2005). To determine if repeated injections of the Rho inhibitor further enhanced axon
regeneration, we established an experimental protocol in which multiple injections of C3-
07 (1 jig) were performed over a 2-week period (fig. 3A). Microlesion of the optic nerve
was aiways performed on day O and the treatment groups were as follows: i) 3 injections
(days 0, 5 and 10 afier nerve injury) (n = 4), ii) 2 late injections (days 4 and 10) (n = 5), and
iii) 2 early injections (days O and 5) (n = 5). The 2-injection protocol was designed based
on an early and late administration schedules because we previously found that the extent
of regeneration was similar when a single injection was performed either on day O or on
day 4 (Bertrand et al., 2005). A maximum of 2 injection sites were used, even when
animais received 3 injections. Figure 3B shows that regeneration is differently affected by
the various injections regimen (ANOVA, f(4,15) varies from 36.962 to 5.513, and P varies
from <0.0001 to 0.0062, depending on the distance from the lesion site). Our data
demonstrate that axon regeneration was highest in the group treated with 2 injections
administered according to the early schedule (days O and 5), and represented an increase
between 2.4-fold to 4-fold over a single injection, depending on the distance from the lesion
site (Table 2). Approximateiy 4.5% of RGCs that survived on this early injection schedule
regenerated an axon across the Ïesion site, and —halfofthose reached 500 jim irno the distai
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optic nerve. Surprisingly, optic nerves from animais treated with 2 injections of C3-07 on
the late schedule (days 4 and 10) did not show increased axon regeneration compared to
those treated with a single dose (Table 2). Figure 4 shows optic nerve sections
representative of axon regeneration observed with 2 injections, provided on an early or late
schedule, compared to multiple injections of vehicle. The group treated with 3 injections of
C3-07 had an increase in axon growth over the single-injection group that ranged from 1.8-
to 3.4-fold depending on the distance from the lesion site (Table 2). At ail distances from
the lesion site, regeneration was higher in C3-07-treated groups than in PB$-injected
controls (Fig. 3B). Multiple injections of vehicle did flot stimulate regeneration compared
to microlesion-only or single injection of vehicle (Table 2). Together, our data indicate that
the number of regenerating axons is enhanced if Rho antagonist delivery is increased early
after injury.
3.5. Discussion
In this study, we inactivated intracellular signaling by Rho GTPase with multiple
injections of ceil-permeable C3 derivatives after complete lesion of the optic nerve and
evaluated RGC survivai and regeneration. Our data demonstrate that repeated intraocular
delivery of Rho antagonists enhances both neuronal survival and axon growth compared to
a single injection, suggesting that a 1-injection treatment is not sufficient to maintain Rho
inactivation over a 2-week period. Importantly, the choice of multiple injections as a
method for increased delivery of C3 derivatives allowed us to determine that survival and
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regeneration of RGCs were differently affected by the timing of Rho inactivation. We
observed that while both RGC survival and regeneration improved with more injections,
the schedule that best increased RGC survival was flot the same as the one providing
optimal regeneration. Injections performed early afier nerve Ïesion markedly enhanced
axon regeneration, while an additional late application was required to increase RGC
survival. Specifically, regefleration was significantly increased when Rho antagonist
injections were performed on days O and 5, but suiwival remained unchanged. In contrast,
there was no increase in regeneration when injections were performed on days 4 and 10,
and no additional gain was observed when a third injection (day 10) was added to the early
application schedule (days O and 5). RGC survival, on the other hand, was clearly increased
when a third injection was added, on day 10, to those performed on days O and 5.
The difference in our optimal schedules leading to RGC axon growth or survival
suggests that Rho GTPase acts on these processes through different pathways or
mechanisms, or that the turnover of active Rho differs in celi bodies and axons. for
example, while Rho could block RGC axonal regeneration through its activation at the
growth cone by inhibitory proteins present in myelin or at the lesion scar, it more likely
affects RGC death and survival through its action at the celi body. A recent study showed
that Rho activation is increased in RGC celi bodies after optic nerve crush (Ahmed et aL,
2006), but the precise stimuli that activate Rho in the retina after nerve injury is presently
unknown. There is no myelin in the retina. and because RGC bodies are located several mm
away from the lesion site, they are protected from direct contact with myeiin- and scar
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derived inhibitory molecules present in the optic nerve. A possible Rho activator in our
lesion model is tumor necrosis factor-Œ (TNf). TNF is a pro-inflammatory cytokine known
to activate Rho in neuronal ceils (Neumann et al., 2002). As well, Rho activation by TNf
through TNF Receptor-1 (TNfR-l) has been reported in non-neuronal celis (Hunter et al.,
2003). Tezel et al. recentÏy showed that levels of TNF increased in the optic nerve and
retina following partial crush of the optic nerve in mice (Tezel et al., 2004). They also
showed that TNF increased significantly at 2 weeks afier injury, and that TNfR-1
participated in RGC death after optic nerve crush (Tezel et al., 2004). Thus, it is likely that
TNF increase in the retina during the second week of injury Ieads to additional Rho
activation, which may underlie our observation that late Rho inactivation enhances ROC
survival.
In contrast to our findings on neuroprotection, axon regeneration was only increased
when a second injection was performed within the first week, and was flot further enhanced
by a late injection (day 10). The first week coincides with the time when growth cones
reform and abortive sprouting is observed along with vigorous growth attempts (Zeng et al.,
1994, So and Yip, 199$, Selles-Navarro et al., 2001). It is possible that Rho inactivation
must act in synergy with this initial growth burst to promote regeneration. Typically, RGCs
grow a single axon, but we cannot mle out a possible effect of Rho inactivation on
branching. The rate of slow axonal transport drops dramatically at --l week afier optic
nerve intracranial crush injury (McKerracher et al., 1990). The inability to increase ROC
axon regeneration with Rho antagonist injection in the second week might reflect the
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failure of C3-07 to prevent or reverse the decrease in slow axonal transport (Bertrand et al.,
2005). Slow axonal transport is critical to regeneration because it supplies cytoskeleton
proteins required for axon elongation.
RGC survival ami regeneration were evaluated following injections of 1 ig of ceII
permeable Rho antagonist on days O and 5. The average number of regenerating axons
more than doubled compared to a single injection on day 0, while the number of surviving
RGCs remained unchanged. This clearly shows that enhanced regeneration is not just a
consequence of more survival and supports the idea that the mechanisms by which Rho acts
on RGC survival or regeneration may differ. The relative independence between
regeneration and survival in RGCs following optic nerve injury was also obsewed in
experiments using combination therapies. For example, the combination of lens injury and
virally-mediated expression of dominant negative Nogo receptor, the common receptor for
myelin-associated growth inhibitory proteins, greatly enhanced regeneration without any
increase in RGC survival (Fischer et al., 2004a). Conversely, a recent study demonstrated
that lens injury and brain-derived neurotrophic factor interacted synergistically to promote
robust RGC survival, but inhibited axon growth and led to optic nerve dystrophy (Pemet
and Di Polo, 2006).
At 2 weeks post-lesion, RGC survival peaked at 20% with repeated Rho antagonists
delivery. Although significantly increased compared to single-injection treatment, this
modest survival clearly indicates that the Rho-signaling pathway is flot the only or the main
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apoptotic route for axotomized RGCs. The effect of sustained Rho inactivation on RGC
axon regeneration was also significant. With our most efficient schedule for regeneration,
i.e. injections on days O and 5, 4.5 % of surviving RGCs were able to extend an axon
across the lesion site and haif of those reached 500 im into the distal optic nerve. The
relatively short distance covered by regenerating axons is consistent with previous studies
demonstrating that RGCs lose their intrinsic growth ability during post-natal development
(Goldberg et al., 2002). Thus our resuits, and those of others, suggest that Rho inactivation
is not enough to prime aduit RGCs into an active growth mode (fischer et al., 2004b,
Bertrand et al., 2005).
At present, there are few treatments that have been shown to stimulate both survival
and regeneration of ROCs into the distal optic nerve afier axotomy (Leon et al., 2000,
Fischer et al., 2004b, Leaver et al., 2006). The resuits from our study suggests that
sustained Rho inactivation benefits ROCs foflowing optic nerve injury as it increases both
survival and regeneration compared to a single injection performed at the time of lesion.
furthermore, we demonstrate that ROC axon regeneration requires early injections of Rho
antagonists, while survival benefits from an additional late administration of Rho
antagonists. This finding indicates that the therapeutic window during which inactivating
Rho can promote ROC survival afier optic nerve injury is longer than the window available
to stimulate regeneration with Rho antagonists. The challenge now is to stimulate the rapid
growth of more axons in the distal optic nerve and to permanently rescue as many RGCs as
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possible. These goals might be attained by combining Rho inactivation with treatments that
boost the intrinsic growth program in RGCs and/or their survival.
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3.7. Tables
Table 1. RGC survival: quantitative analysis.
Treatment Number Days 0f Number oC RGC Survival RGC Survival
of injections animais (RGCs/inin2 (% of intact
injections ± SEM) ± SEM)
Intact n/a nIa 4 2209±42 100
Micro1eson (ML) only nia n/a 3 111±29 5.0±1.3
ML+C3-l1 (0.1 jig) 1 0 4 288±27 13.1±1.2
ML+C3-I1 (0.1 jig) 3 0,5,10 5 350±42 15.8±1.9
ML + C3-1 1 (0.1 .tg) 5 0,3,6,9, 12 7 445±40 20.2±1,8
ML+C3-11 (I tg) 1 0 5 291±19 13.2±0.9
ML+C3-t1 (1 fig) 2 0,5 6 282±40 12.8±1.8
ML+ C3-11 (1 jig) 3 0,5, 10 4 445±53 20.1±2.4
ML+saline 1 0 4 132±19 6.0±0.9
ML + saline 2 0, 5 3 81±14 3.7±0.6
ML + saline 5 0,3,6.9, 12 5 129±26 5.8±1.2
Table 2. Axon regeneration: quantitative analysis.
n
Treatment Number Days of Number Number of axons!section ± SEM
of injections 0f at different distances from the lesion site
injections animais
00 im 250 tim 500 .im 750 m 000 im
Microlesion (ML) only* nia nIa 5 0.9±0.4 0.1±0.1 0.0 0.0 0.0
ML+ C3-07 (I jig)* 1 0 5 9.8±1.7 5.1±1.3 2.9±0.7 1.6±0.8 1.0±0.6
ML + C3-07 (1 tg) 2 (early) 0,5 5 23.8±2.1 16.4±2.7 11.6±3.2 6.1±1.3 3.4±0.7
ML + C3-07 (1 sg) 2 (late) 4, 10 5 1 1.1±1.8 6.7±1.4 4.5±0.9
- 2.3±0.5 1.4±0.4
ML + C3-07 (1 fag) 3 0,5, 10 4 17.3±1.5 14.5±1.1 9.8±1.4 5.2±1.1 2.7±0.8
ML + PBS* 1 0 5 2.0±0.8 0.9±0.4 0.3±0.2 0.0 0.0
ML+PBS 2 4,10 3 2.0±1.0 0.9±0.6 0.6±0.6 0.2±0.2 0.4±0.4
ML + PBS 3 0. 5, 10 3 0.9±0.6 0.3±0.2 0.0 0.0 0.0
Reported by Bertrand et al., 2005.
3.8. Figures
Figure 1. Repeated delivery of Rho antagonists increases RGC survivaL
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Figure 1. Repeated delivery of Rho antagonists increases RGC survïval. (A) Experimental
protocol for animais treated with doses of I jig of C3-1 1 or with saline. (B) Quantification of RGC survivai(% of normal retina), for groups treated with I (white bar), 2 (gray bar) or 3 (black bar) injections of I jig of
C3-I1 (ANOVA, F(2,12) = 5.013, P = 0.0262). (C) Quantification of RGC survival (% of normal retina), for
control groups compared to a single injection of 1 ig ofC3-l I (white bar) (ANOVA, F(4,15) = 14.340, P <
0.000 1). (D) Experimentai protocoi for animais treated with doses of 0.1 11g of C3-l 1 or with saline. (E)Quantification of RGC survival (% of normai retina), for groups treated with I (white bar), 3 (gray bar) or 5(black bar) injections of 0.1 ig of C3-1 I (ANOVA, F(2,13) 3955, P 0.0455). (F) Quantification ofRGC
survival (% of normai retina), for controi groups compared to a single injection of 0.1 tg ofC3-1l (white bar)(ANOVA, F(3,12) = 10.122, P = 0.0013). (B-C and E-F: (*) p<0.O5. (**) p<O.Oi, (***) p<O.00i ANOVA,
Tukey-Kramer post test). See table 1 for detaiied resuits and number of animais (n 3-7 per group).
Figure 2. Repeated injections of 1 p.g of C3-11 increase RGC survival.
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Figure 2. Repeated injections of I ig of C3-11 increase RGC survival. Representative
photographs of flat-mounted retinas show Fluorogold-labeled surviving RGCs in an intact retina (A), and in
retinas treated with a single injection of saline (B) or of I tg ofC3-l I (C) or with 3 injections of 1 tg ofC3-
11(D). Scale bar: 100 iim
n
Figure 3. Repeated delivery of Rho antagonists increases RGC axon regeneration.
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Figure 3. Repeated delivery of Rho antagonists increases RGC axon regeneration. (A)
Schematic of protocol for regeneration studies with multiple injections of 1 p.g C3-07 or of PBS. (B)
Quantification of axonal regeneration at different distances from the lesion site for groups treated with
multiple injections ofPBS or of I g ofC3-07 (ANOVA, f(4,15) varies from 36.962 to 5.513, and P varies
from <0.0001 to 0.0062, depending on the distance from the lesion site). (*) p<O.05, (**) p<O.Ol, (***)
p’<O.OOl ANOVA, Tukey-Kramer post test). See table 2 for detailed resuits and number of animais (n = 3-5
per group).
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Figure 4. Multiple injections of Rho antagonist C3-07 increase RGC regeneration
when performed early after optic nerve lesion.
Figure 4. Multiple injections of Rho antagonist C3-07 increase RGC regeneration when
performed early after optic nerve lesion. Representative photographs of optic nerve sections
immunostained with a CTf3 antibody to reveal axons regenerating distaity to the lesion site. The lesion site is
identified with asterisks. (A-B) Animais injected with I .tg of C3-07 (A) on days O and 5 or (B) on days 4
and 10. (C) Control animai injected with P3S on days 0, 5 and 10. Scale bar: 250 um.
C3-07 - 2 injections (E””lv) - days 0, 5
B C3-07 -2 injections (Iate) - days 4, 10
PBS - 3 injections - days 0, 5, 10
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Chapitre 4. Discussion
Au cours de la recherche dont les résultats sont présentés dans cette thèse, nous
avons étudié les effets d’inhibiteurs de la GTPase Rho sur la survie et la régénération des
CGR après une lésion du nerf optique du rat adulte. Pour simplifier le texte, l’expression
« C3 perméable» désignera tout aussi bien les inhibiteurs C3-05 que C3-07 ou C3-l 1, qui
sont des versions modifiées de C3 que nous avons utilisées dans nos expériences. La
modification, commune aux 3 versions, consistait en l’ajout d’une séquence de transport
pour faciliter le passage de C3 à travers les membranes cellulaires.
L’inactivation de Rho par injection(s) intraoculaire(s) de C3 perméable a stimulé la
survie et la régénération des CGR à la suite d’une lésion du nerf optique (Bertrand et al.,
2005). D’une part, ce résultat montre, pour la première fois, que Rho est impliqué dans la
mort des CGR après une lésion. D’autre part, en plus de confirmer l’implication de Rho
dans l’inhibition de croissance des CGR, ce résultat nous montre que l’injection
d’inhibiteurs de Rho au niveau des corps cellulaires peut stimuler la régénération aussi bien
qu’une application au site de lésion (Lehmann et al., 1999). Nous avons montré que C3
perméable injecté dans l’oeil est transporté jusqu’au nerf optique (Bertrand et al., 2005). Il
peut donc inactiver Rho au site de lésion, au niveau du cône de croissance.
Le fait que la survie et la régénération à 2 semaines soient augmentées par des
injections répétées nous indique aussi qu’une injection unique n’est pas suffisante pour
bloquer complètement l’activation de Rho pendant la période étudiée, et suggère fortement
que Rho reste activé pendant les 2 semaines qui suivent ta lésion du nerf optique (Bertrand
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et al., 2007). Cette hypothèse vient d’être confirmée dans un article de l’équipe de Martin
Beny et Ann Logan qui montre, par des essais « pull down» de Rho actif que l’activation
de Rho dans la rétine persiste au moins jusqu’à 20 jours après un écrasement intraorbital du
nerf optique (Ahmed et al., 2006). Ce résultat suggère que des molécules capables d’activer
Rho sont présentes dans la rétine pendant plusieurs semaines après la lésion.
La démonstration que des inhibiteurs de Rho peuvent stimuler à la fois la survie des
CGR et leur régénération dans le nerf optique est très intéressante parce qu’il y a jusqu’ici
peu d’approches qui ont un effet positif sur ces 2 processus. Les autres techniques qui ont
amélioré à la fois la survie et la régénération dans le nerf optique mature sont l’utilisation
de CNTF, injecté dans le vitré (Cui et al., 2004) ou transfecté via AAV (Leaver et al.,
2006), et la blessure du cristallin (Leon et al., 2000; Fischer et al., 2004b; Pemet and Di
Polo, 2006). Un traitement avec l’oncomoduline, le facteur identifié comme étant le
principal responsable de la régénération après la blessure du cristallin, stimule la
régénération mais n’a pas d’effet sur la survie (Yin et al., 2006). On ne peut cependant pas,
à ce moment, comparer adéquatement les résultats quantitatifs de survie et de régénération
obtenus avec ces différents traitements, puisque les mesures ont été prises à des temps
différents ou avec des approches de mesure différentes.
Nous avons testé plusieurs calendriers d’injections de C3 perméable, ce qui nous a
permis de détecter que le calendrier le plus efficace pour favoriser la régénération est
différent de celui qui stimule le plus la survie (Bertrand et al., 2007). La régénération est
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stimulée par des injections répétées précoces (c.-à-d. première semaine), et les injections
tardives (c.-à-d. deuxième semaine) n’ont aucun effet supplémentaire. En contraste, la
meilleure survie nécessite des injections tardives, puisque des injections précoces répétées
n’ont pas été suffisantes pour stimuler la survie au-delà du résultat obtenu avec une seule
injection. Cette différence dans les calendriers d’injection optimums nous indique tout
d’abord que la fenêtre thérapeutique permettant d’agir sur la survie est plus longue que
celle qui est disponible pour stimuler la régénération, et nous suggère ensuite que les
mécanismes par lesquels Rho agit sur la mort des CGR sont différents de ceux par lesquels
il bloque la croissance, ou à tout le moins qu’ils sont actifs à des temps différents après la
lésion. Plus important encore, ce résultat nous fournit des informations sur le moment où
l’activation de Rho agit sur la survie et la régénération des CGR, qui pourront nous aider à
comprendre comment Rho agit sur ces 2 processus.
4.1. Rho et régénération des CGR
Avec le calendrier d’injection de C3 perméable le plus favorable pour la
régénération, 4.5% des CGR survivantes (soit 620 des 14,080 CGR qui survivent) ont
régénéré un axone et 50% de ces axones ont atteint une distance de 500 tm au-delà du site
de lésion. Bien que ce soit significativement plus élevé que les témoins, où 1% des CGR
survivantes (soit 66 des 6,600 CGR qui survivent avec 1 injection de saline) régénèrent un
axone, comment expliquer que la régénération avec C3 perméable ne soit pas plus élevée?
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Puisque la signalisation de l’ensemble des molécules inhibitrices identifiées à ce
jour dans le nerf optique passe par l’activation de Rho, et en présumant que Rho est
largement, sinon complètement, inactivé par les injections répétées au long de notre période
d’étude de 2 semaines, il nous semble peu probable que la régénération soit limitée par
l’action des inhibiteurs connus présents dans la myéline ou la cicatrice gliale. De plus, nous
avons démontré que C3 perméable est transporté de la rétine au nerf, ce qui devrait assurer
l’inactivation de Rho là où c’est important pour la régénération c.-à-d. au cône de
croissance.
La régénération pourrait être limitée par un ralentissement du transport axonal lent,
une composante du transport nécessaire pour le transit des molécules du cytosquelette vers
l’axone en croissance (Lasek et al., 1984). Nous avons montré qu’une axotomie
intracrânienne entraîne un arrêt presque complet du transport axonal lent et qu’une injection
unique de C3 perméable ne rétablissait pas ce transport (Bertrand et al., 2005). Il n’est pas
démontré qu’une lésion intraorbitale ait le même effet sur le transport axonal lent, mais il
est certain que s’il était ralenti cela pourrait limiter la régénération axonale.
Une hypothèse pouvant expliquer pourquoi on n’a pas plus de régénération malgré
un blocage de la signalisation des inhibiteurs de croissance par l’inactivation de Rho avec
C3 perméable, est que celui-ci pourrait être efficace seulement sur les COR qui ont un
programme de croissance actif, sans avoir lui-même la capacité d’activer ce programme. Ce
programme de croissance comprendrait l’expression de gènes associés à la croissance, tel
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GAP-43 (growth-associated protein43 ou protéine associée à la croissance-43), dont
l’expression est associée au développement des neurones du SNC de même qu’à la
régénération des neurones du SNP (Skene, 1989; Benowitz and Routtenberg, 1997).
L’expression de GAP-43 est augmentée de façon transitoire après une axotomie du nerf
optique (foumier and McKerracher, 1997; Leon et al., 2000) et est associée au
bourgeonnement observé à l’extrémité lésée des CGR au cours de la première semaine
suivant la lésion (Zeng et al., 1994). En absence de traitement, ce bourgeonnement se
résorbe à peu près complètement dans la deuxième semaine, au même moment où
l’expression de GAP-43 redescend (Zeng et al., 1994; foumier and McKerracher, 1997;
Leon et al., 2000). La capacité de croissance des CGR serait donc stimulée pendant la
première semaine après l’axotomie pour chuter ensuite de façon importante dès la
deuxième semaine. Le fait que seules les injections de C3 perméable faites au cours de la
première semaine contribuent à la régénération supporte cette hypothèse que l’inhibition de
Rho stimule uniquement la régénération des CGR dont le programme de croissance est
activé, et suggère qu’il faut stimuler ce programme de croissance pour profiter davantage
des effets de C3 perméable.
Jusqu’ici, c’est l’activation de macrophages, soit par une blessure du cristallin ou
soit par une injection intraoculaire de Zymosan, qui s’est avérée l’approche la plus efficace
pour mettre les CGR en mode de croissance (Leon et al., 2000; Yin et al., 2003). Les
résultats de l’équipe de Larry Benowitz, qui a combiné une blessure du cristallin avec
l’utilisation de C3 transfecté dans les CGR par un AAV, appuient notre hypothèse qu’un
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programme de croissance doit être activé pour que l’inactivation de Rho puisse stimuler la
régénération (Fischer et al., 2004b). Ils ont d’abord montré que la combinaison d’une
blessure du cristallin avec l’axotomie augmente l’expression de plusieurs gènes associés à
la croissance axonale, dont GAP-43. Ensuite, ils ont démontré que le nombre d’axones
régénérés est 6 fois plus élevé lorsque AAV-C3 est combiné à une blessure du cristallin que
lorsque AAV-C3 est utilisé seul. Cette même combinaison d’AAV-C3 et de blessure du
cristallin a aussi fortement augmenté le nombre d’axones régénérés obtenu après 2
semaines en comparaison avec une blessure du cristallin seule, soulignant l’importance
d’inactiver Rho pour stimuler la régénération. Le blocage de l’action des molécules
inhibitrices est donc important, mais il faut d’abord que les CGR soient capables de croître.
L’ensemble de ces résultats suggère que C3 perméable ne stimulerait pas le déclenchement
de la croissance, mais serait très efficace pour empêcher l’élongation d’être arrêtée par les
molécules inhibitrices.
Une façon autre que la blessure du cristallin pour stimuler les CGR à se mettre en
mode de croissance avant d’inactiver Rho avec C3 pourrait être de faire une lésion
préalable (conditioning lesion) du nerf optique. Dans les neurones des ganglions des racines
dorsales, il a été démontré qu’une lésion de la branche périphérique, préalable à la lésion de
la branche centrale, pouvait stimuler la capacité de croissance des axones de la branche
centrale et leur régénération (Neumann and Woolf, 1999). Un des effets de cette lésion
préalable est de stimuler l’augmentation de l’expression de GAP-43 (Van der Zee et al.,
1989; Filbin, 1999; Cafferty et ai., 2004). Dans le nerf optique, un essai de lésion préalable
155
a déjà été fait, sans que la régénération ne soit améliorée (Kieman, 1 9$5b). Cependant, la
première lésion a été faite au-delà du chiasma optique, donc à une distance d’au moins 11-
12 mm, alors qu’il avait été démontré que la lésion devait être à 3 mm ou moins de l’oeil
pour stimuler l’augmentation de l’expression de GAP-43 (Doster et al., 1991). Dans notre
modèle, la lésion préalable serait une microlésion faite -2.5 à 3 mm derrière l’oeil, suivie
quelques jours plus tard d’une microlésion plus rapprochée, soit -M,5 à 1 nmi derrière l’oeil,
au même endroit où nous la faisons aujourd’hui (Figure 1). La première lésion stimulerait
l’expression des gènes impliqués dans le bourgeonnement passager observé après une
lésion, et ce programme de croissance déjà activé pourrait stimuler davantage la croissance
des axones après la deuxième lésion, surtout en présence de C3 perméable.
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Figure 1. Modèle de lésion préalable dans le nerf optique.
Injections C3 dans humeur vitrée Jour 4 (et autres)
Figure J. Modèle de lésion préalable dans le nerf optique.
La microlésion faïte au Jour O sera la lésion préalable (ou “con
ditioning lesion”). Les traitements commenceront après la
deuxième microlésion, et nous évaluerons la régénération au
delà du site de cette deuxième lésion.
Microlésion Microlésion
0.5-1 mm 2.5-3 mm
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4.2. Rho et survie des CGR
L’utilisation de C3 perméable pendant 2 semaines suivant une lésion nous a donné
—20% de survie des CGR, comparé aux -4 à 6% obtenus chez les témoins (Bertrand et al.,
2007). Une hypothèse que nous suggère cette augmentation de seulement 15% est que Rho
ne serait pas impliqué dans la principale voie de mort des CGR induite par la lésion du nerf
optique, mais serait dans la voie de signalisation de molécules responsables de la mort
d’une partie seulement des CGR. On ne connaît pas l’identité des «activateurs » de Rho
dans la rétine elle-même, mais puisque les corps cellulaires sont dans l’oeil, protégés des
molécules inhibitrices de la myéline ou de la cicatrice par une distance de plusieurs
millimètres, il semble peu probable que ces inhibiteurs soient responsables de l’activation
de Rho associée à la mort des CGR. On ne peut toutefois pas exclure complètement un
signal rétrograde associé à la présence de ces molécules inhibitrices.
Les stimuli spécifiques induisant l’apoptose des CGR après une lésion du nerf
optique ne sont pas déterminés. Il y a cependant 2 molécules qui ont été associées à la mort
des CGR et qui sont connues pour activer Rho dans des cellules neuronales. De plus, leur
expression augmente pendant les périodes où nous avons montré que l’inactivation de Rho
stimulait la survie. Ces 2 activateurs potentiels de Rho sont le TNFŒ et le glutamate.
TNfŒ est une cytokine pro-inflammatoire dont le niveau est très rapidement
augmenté après une lésion du SNC (Fan et al., 1996; Shohami et al., 1997; Lee et al., 2000;
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Morganti-Kossmann et al., 2002). Sa présence a été associée à la mort par apoptose de
neurones et de cellules gliales, entre autres dans des modèles de lésion de la moelle épinière
(Lee et al., 2000; Yune et al., 2003). L’augmentation du TNFŒ a été détectée dans le nerf
optique et dans la rétine après une lésion intraorbitale du nerf optique et sa présence est
principalement associée à des cellules gliales (Tezel et al., 2004). On ne sait pas si
l’augmentation du TNfŒ se fait rapidement dans ce modèle de lésion puisque l’évaluation
du niveau de la cytokine a été faite seulement après 2 semaines. Tezel et al ont utilisé des
souris knock-out pour le gène de TNf-R1, et ont démontré que la mort des CGR était
diminuée chez ces mutants par rapport aux souris témoins de type sauvage (Tezel et al.,
2004). Cette diminution était observée à partir de la deuxième semaine et se maintenait au
moins jusqu’à 6 semaines après la lésion, avec 37% de mort de CGR chez les mutants par
rapport à 61 % chez les souris lésées de types sauvage. Ces résultats suggèrent que TNfŒ
contribue à la mort des CGR via son action sur le récepteur TNF-RI et qu’on peut sauver
les CGR de façon permanente en bloquant l’action du TNFŒ.
L’activation de Rho par TNfa a été détectée dans des cellules neuronales
(Neumann et al., 2002a) et non neuronales (Hunter et al., 2003) et TNF-Rl était impliqué
dans ce dernier cas. Le fait que TNfŒ soit encore élevé 2 semaines après une lésion du nerf
optique (Tezel et al., 2004), combiné à notre résultat montrant que l’inactivation de Rho
dans la deuxième semaine augmente davantage la survie des CGR, suggère que TNfŒ
pourrait être un activateur de Rho après une lésion du nerf optique.
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L’autre activateur potentiel de Rho que nous considérons est le glutamate. C’est un
acide aminé excitateur pour les neurones, et une trop forte augmentation du glutamate
extracellulaire peut entraîner la mort neuronale (BeaI, 1992; Isenmann et al., 2003;
Arundine and Tymianski, 2004). L’augmentation du niveau de glutamate dans l’humeur
acqueuse et l’humeur vitrée a été rapportée après une lésion par écrasement intraorbital du
nerf optique chez le rat (Yoles and Schwartz, 1998b; Vorwerk et al., 2004). La hausse était
observable dès le jour 1, maximale vers le jour 7, et les niveaux étaient revenus à la
normale à la fin de la deuxième semaine (Yoles and Schwartz, 199$b; Vorwerk et al.,
2004).
Le glutamate a des récepteurs métabotropes (mGluR) et ionotropes (iGluR), ces
derniers étant de type AMPA ou NMDA. Après une lésion du nerf optique, l’utilisation de
différents modulateurs des récepteurs mGluRs n’a entraîné aucun changement dans la
survie des CGR, suggérant que les récepteurs métabotropes du glutamate ne sont pas
impliqués dans la mort des CGR dans ce modèle de lésion (Kermer et al., 2001).
Cependant, l’utilisation d’antagonistes des récepteurs NMDA (MK-801) ou AMPA
(DNQX) a permis d’augmenter la survie des CGR après une lésion du nerf optique,
suggérant un rôle pour ces 2 récepteurs dans la mort des CGR (Yoles et al., 1997;
Schuettauf et al., 2000).
L’activation de Rho a été associée à l’activité des récepteurs AMPA et NMDA dans
quelques études. D’une part, dans des expériences in vitro portant sur le lien entre le
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glutamate et l’activation de la méosine, une protéine impliquée dans la liaison du
cytosquelette d’actine à la membrane, des essais «pull down » ont montré que le glutamate
pouvait activer RhoA dans des cellules neuronales, par l’intermédiaire de récepteurs AMPA
(Jeon et al., 2002; Kim et al., 2004b). D’autre part, in vivo, Kitaoka et al ont observé une
augmentation du niveau d’expression de RhoA dans les CGR dans un modèle de
neurotoxicité induite par injection de NMDA (Kitaoka et al., 2004). Ils ont aussi noté que la
mort des CGR résultant de l’injection de NMDA était diminuée par l’utilisation de fasudil,
un inhibiteur de ROCK, suggérant que l’activation des récepteurs NMDA peut entraîner
l’activation de Rho (Kitaoka et al., 2004). Ces résultats suggèrent que le glutamate peut
entraîner l’activation de Rho via ses récepteurs de type NMDA et AMPA, les 2 types de
récepteurs potentiellement impliqués dans la mort des CGR après une lésion du nerf
optique (Yoles et al., 1997; Schuettauf et aÏ., 2000).
TNfa et le glutamate sont donc 2 candidats potentiels pour activer Rho dans la
rétine et entraîner la mort de CGR pendant la période où l’inactivation de Rho par C3
perméable stimule la survie. Une prochaine étape à réaliser serait de déterminer si TNfŒ ou
le glutamate sont effectivement impliqués dans la mort des CGR associée à l’activation de
Rho. Pour ce faire, on devrait déterminer si TNFŒ ou le glutamate (1) sont augmentés après
la lésion dans notre modèle, (2) augmentent le niveau d’activation de Rho, et (3) causent la
mort des CGR d’une manière dépendante de Rho.
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Dans cette première hypothèse envisagée pour déterminer comment Rho est
impliqué dans la mort des CGR, Rho serait activé tôt dans le processus apoptotique, à un
moment ou sa désactivation pourrait empêcher la cellule de mourir. Mais le fait que
l’inactivation de Rho ne sauve que 20% des CGR après 2 semaines peut aussi suggérer une
deuxième hypothèse, où l’activation de Rho se ferait beaucoup plus tard dans le processus
apoptotique.
Par leur rôle dans la régulation de l’actine, en particulier leur action sur la chaîne
légère de la myosine (Myosin light chain ou MLC), Rho et son effecteur ROCK ont été
impliqués dans le cloquage des membranes (membrane blebbing) de cellules de type
neuronal (PC12) en culture, après induction de l’apoptose par retrait de sérum (Mills et al.,
1998). L’activation de Rho induit celle de ROCK, qui phosphoryle et active la MLC pour
entraîner la contraction membranaire nécessaire à la formation de cloques dans la
membrane. ROCK activé phosphoryle aussi la MLC phosphatase et l’inactive, contribuant
à garder MLC activée. Cette étape de cloquage des membranes est une des étapes finales de
l’exécution de l’apoptose, avec la condensation de la chromatine et la fragmentation de
l’ADN. La cellule est donc déjà engagée à mourir à ce moment. Dans notre modèle de
lésion, il est admis que la majorité des CGR meurent par apoptose (Berkelaar et al., 1994).
Dans cette hypothèse où Rho serait activé comme effecteur tardif de l’apoptose, son
inactivation continue ne ferait probablement que retarder la mort des CGR puisqu’elles
seraient déjà condamnées à mourir à cette étape, ce qui expliquerait le faible pourcentage
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de CGR sauvées à 2 semaines. On pourrait en conséquence s’attendre à ce que ce taux de
survie ne soit pas maintenu dans le temps même si on continuait à livrer du C3 perméable
pendant une plus longue période.
Il serait donc intéressant de déterminer si un apport continu de C3 perméable
pendant 4 semaines permet ou non de maintenir la différence de 15% observée après 2
semaines. Pour ces tests, il pourrait être préférable de choisir une autre approche que celle
des injections répétées, qui sont trop invasives pour être utilisées sur une longue période.
Une approche plus appropriée pourrait être l’utilisation de AAV-C3, telle que testée dans le
laboratoire de Larry Benowitz (Fischer et al., 2004b), puisque la transfection d’un gène par
un AAV injecté dans le vitré permet sont expression par les CGR sur une période de
plusieurs mois (Dudus et al., 1999; Sapieha et al., 2003). Dans l’hypothèse où Rho est un
effecteur tardif de l’apoptose, on devrait s’attendre à ce que la différence devienne presque
nulle entre les témoins et les animaux traités 4 semaines après la lésion, puisque la survie
est passablement stable après 2 semaines chez les animaux non traités. Par contre, si
l’activation de Rho provient de TNfa ou de glutamate,et se produit tôt dans le processus
d’apoptose, le maintien de la livraison de C3 perméable pour une période de 4 semaines
pourrait sauver au moins une partie du 15% supplémentaire puisque la production de TNF
et de glutamate diminuent avec le temps.
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4.3. Conclusion
Nous avons donc montré que l’inactivation de Rho par C3 perméable stimule la
survie et la régénération des CGR après une lésion. Les infonnations obtenues en testant
différents calendriers d’injections nous permettent d’identifier des activateurs potentiels de
Rho dans la rétine et de relier l’efficacité de Rho sur la régénération à l’activation d’un
programme de croissance des CGR. Il faut maintenant essayer de comprendre comment
Rho est impliqué dans la survie et déterminer si son inactivation peut sauver un certain
pourcentage de CGR de façon permanente. Quant à l’effet de l’inactivation de Rho sur la
régénération, c’est selon moi ce qui est le plus prometteur à long terme, mais il faut trouver
comment stimuler les CGR à se mettre et rester en mode de croissance.
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Annexe 1 — Article 3 (deuxième auteur) Vaccination
stimulates retinal ganglion ce!! regeneration in the adu!t
optic nerve
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Contribution à l’article
Pour cet article, j’ai réalisé toutes les expériences d’immunobuvardages visant à
identifier les antigènes associés aux anticorps produits à la suite de la vaccination.
Abstract
We examined whether vaccination of aduit rats with spinal cord homogenate ($CH)
can promote regeneration of retinal ganglion cells (RGC5) afier microcrush lesion of the
optic nerve. Injured animals vaccinated with SCH showed axon growth into the optic nerve
and such regeneration was not observed in animais vaccinated with liver homogenate (LH).
Regeneration was not a consequence of neuroprotection since our vaccine did flot protect
RGCs from axotomy-induced celi death. Sera of vaccinated animais were tested for
antibodies against myelin-associated glycoprotein, NogoA, Nogo-66 receptor, or
chondroitin suiphate proteoglycans (CSPG), but no significant leveis were detected.
Antibodies to myelin basic protein were present in the serum of some SCH-vaccinated
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animais. In culture, serum from SCH-vaccinated animais promoted RGC growth on
myelin but flot on CSPG. Our resuits show that the effect of the pro-regenerative vaccine is
mediated by antibodies to SCH. However, we were not able to detect a significant immune
reaction to growth inhibitory proteins, suggesting alternative mechanisms for the success of
vaccination to promote regeneration.
Introduction
Injured axons do flot successfully regenerate in the aduit mammalian optic nerve.
Initiai attempts at growth, although vigorous, are inevitably abortive (Ramo’n y Cajal,
1991; Selles-Navarro et al., 2001; Zeng et al., 1994). This has been explained by the
presence of molecules associated with myelin (reviewed in David and McKerracher, 2000;
Huber and Schwab, 2000) and the guai scar (reviewed in Asher et al., 2001). The inhibitory
response to these moiecules is thought to be a developmentally acquired feature of CNS
neurons (Bandtlow and Loschinger, 1997; Cai et al., 2001; Goldberg and Barres, 2000; Li
et al., 1995).
Different strategies have been reported to limit growth inhibition and stimulate
regeneration in the adult optic nerve. One successful approach has been to replace the
environment with a peripheral nerve (PN) grafi (Keirstead et al., 1989; Vidal-Sanz et al.,
1987; Sauve et al., 2001;
Whiteley et al., 1998) or artificial Schwann ceil grafis (Negishi et al., 2001). Ideally,
however, a strategy shouid allow axons to grow directly through the CN$ terrain. In the
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optic nerve, this was achieved by puncturing the lens (Fischer et ai., 2000; Leon et al.,
2000) or placing PN implants in the vitreous (Berry et al., 1996, 1999), with both methods
acting on RGCs at the celi body level. Regeneration of RGCs lias also been stimulated by
methods aimed directly at the lesion site, such as application of C3 ta inhibit Rho signaling
(Lehmann et al., 1999), transplantation of macrophages ta speed up myelin removal
(Lazarov-Spiegler et al., 1996), or treatment with antibodies against myelin inhibitors
(Weibel et al., 1994).
We have previously reported the use of a myelin-based vaccine to encourage
antibody production and stimulate axon regeneration in the adult mouse spinal cord (Huang
et al., 1999). It is known that immunizations with CNS constituents can be associated with
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal model of multiple scierosis
(Owens and Sriram, 1995); however, EAE is only induced when strains of susceptible
animais are injected with CNS constituents emulsified in mycobacteria-containing
adjuvants (Levine and Wenk, 1961). In fact, when SCH is mixed in mycobacteria-free
adjuvant and administered repetitively during a number of weeks, it desensitizes the T ceil
response ta spinal cord proteins and constitutes an effective method ta prevent or suppress
EAE (Alvord et al., 1965). Interestingly, this injection regimen also leads ta elevated
antibody titers (Alvord et al., 1965; Lisak et al., 1970) and more recent studies have shown
that antibodies obtained through this regimen promote remyelination in animais with
chronic EAE (Raine and Traugott, 1983) or virus-induced demyelination (Miller et al.,
1994; Rodriguez et al., 1987; Rodriguez and Lennon, 1990). This vaccine
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regirnen, when applied to aduit mice, stimulated spinal cord regeneration (Huang et al.,
1999), and sera from immunized mice were abÏe to block myelin-derived growth inhibition
in vitro, supporting the idea that antibodies mediate this effect. Additional support for an
antibody-based response cornes from an earlier report that described increased regeneration
in rats treated with sera from rabbits immunized with injured rat brain (Geisert and Alley,
1985).
To further validate the vaccine approach and to examine its mode of action, we have
tested this immunization regimen in adult rats. first, we exarnined axon regeneration after
rnicrocrush of the optic nerve ($elles-Navano et al., 2001) by anatomical tracing and
quantitative analysis. Then, we examined the antibody response to our vaccination regimen
and tested for the presence of antibodies binding to known growth-inhibitory proteins.
Furthermore, we tested whether the vaccine could affect regeneration by promoting
survival, since more classical immunization methods (that stimulate T celis) have been
shown to promote survival ofinjured RGCs (fisher et al., 2001; Moalem et al., 1999).
Materials and metliods
Immunization and surgery
Spinal cord homogenates and control liver homogenates (LH) used for
immunization were prepared by homogenizing 0.5 g aduit Sprague—Dawley rat spinal cord
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or liver, respectively, in 30 ml phosphate-buffered saline (PBS) and diluting to a protein
concentration of 1 mg/ml. Aduit female Sprague—Dawley rats (n = 39) were immunized
twice weekly with 100 tg of either of these preparations, or with PBS, emulsified with an
equal volume of incomplete Freund’s adjuvant (IFA; GIBCO-BRL, Burlington, ON) by a
subcutaneous injection behind the neck. Optic nerve microcrush lesion was performed 3
weeks afier initial immunization as described previously (Selles-Navarro et al., 2001).
Briefly, rats were anesthetized with isoflurane (Janssen, Toronto) and the lefi optic nerve
was exposed through a supraorbital approach. The nerve was crushed 1 mm from the globe
by holding atight knot made with a 10-0 suture for 60 s. Rats were given one dose of 0.015
mg/kg buprenorphine (Reckitt & Colman, Richmond, VA) immediateiy after surgery for
analgesia. The two weekiy immunizations were continued for another 2 weeks and rats
were kiiled by an overdose injection of chlorai hydrate and perfused with 4%
paraformaldehyde (PFA).
Anterograde labeling and quantification of regeneration
For qualitative observations on RGC regeneration afier vaccination, rats were
immunized with either spinal cord homogenate (SCH) (n = 6) or PBS (n = 3) mixed with
incomplete Freund’s adjuvant. For quantification of regenerated RGC axons, rats were
immunized with either SCH (n = 5) or LH (n = 5) as control. Ail rats received an
intravitreal injection of 5 pi 1% CTB (List Biological Labs., Campbell, CA) 24 h before
perfusion with PFA. Eyes were dissected, postfixed 1 h in PFA, cryoprotected ovemight in
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30% sucrose, and frozen at -70°C in OCT (Canlab, Montreal). Longitudinal cryostat
sections of optic nerves were cut at 14 am and mounted on Superfrost Plus siides (fisher,
Montreal). Retinal ganglion celi axons were labeled by immunohistochemistry for CTB
using a goat anticholeragenoid (List Biological Labs.), a biotinylated rabbit anti-goat
(Vector Labs., Burlingame, CA), and DTAF-conjugated streptavidin (Jackson Labs., West
Grove, PA) as described previously (Selles-Navarro et al., 2001). Eight to ten sections per
animal were examined under fluorescence; photographs were taken with a video camera
(Princeton Instruments, Trenton, NJ), and regeneration was quantified by counting the
number of axons crossing a une parallel to the lesion site at distances of 50, 100, 250, or
500 lim. The average number of axons per section was determined for each animal at each
distance. The longest axon was also recorded for each animal. Statistical significances were
established using Student’s t test.
Retrograde labeling and quantification ofsurvival
In 15 rats, either untreated (n = 5) or immunized with SCH (n = 5) or LH (n = 5)
retinal ganglion celis (RGCs) were labeled by applying 2% Fluorogold (fG)
(fluorochrome, Englewood, CO) to the superior colliculi 7—8 days before optic nerve injury
as described previously (Peinado-Ramon et al., 1996). Iwo weeks after injury, rats were
perfused with PfA and the retinas of both eyes were removed and prepared as flattened
whole mounts. Mean densities of FG-labeled RGCs were estimated as described (Villegas
Perez et al., 1993). Briefly, RGCs were counted on 12 standard areas located at 1, 2, and 3
rrnm from the optic disc in each experimental and control retina. To calculate the density of
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RGCs per mm2, the total number of ceils counted on the 12 regions was divided by the
total area. Densities for each animal were expressed as percentage RGC survival relative to
contralateral unoperated retina.
Time course of serum IgG and IgM
Blood samples were taken twice weekly from five rats undergoing SCH
immunization. Serum was isolated and stored at -80°C. Serum IgG and IgM concentrations
were measured by sandwich ELISA using a standard protocol with a rat immunoglobulin
(1g) quantitation kit (Bethyl Labs.,Montgomery, TX). Briefly, 96-well plates (Maxi-Sorp;
Nalge Nunc Inti., Rochester, NY) were coated with a 1/100 dilution of provided anti-rat
IgG or IgM, incubated with sera from vaccinated rats diluted to fail in the range of the
supplied standards (1:60,000 for IgG; 1:2000 for IgM) and antibody binding was detected
with an HRP-conjugated secondary antibody and a TMB color reaction system (Kirkegaard
& Perry Labs., Gaithersburg, MD). Immunoglobulin concentration in test sera was
measured in duplicate and expressed as a percentage of 1g concentration in preimmune sera.
Immunohistochemistry for immunoglobulins
Optic nerve cryostat sections (cf. above) of 2-week injured rats immunized with
SCH (n = 5) or LH (n = 3) were either incubatedihat room temperature (RT) with an RITC
conjugated goat anti-rat IgG (Jackson Labs.) or ovemight at 4°C with a goat anti-rat IgM
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(Bethyl Labs.) followed by 1h at RT with a biotinyiated rabbit anti-goat (Vector Labs.)
and 1 h at RT with DTAF conjugated streptavidin (Jackson Labs.).
Western blot analysis
Western biot analysis was performed with sera from the animais used for 1g
quantification (n 5, 21—28 day time points) or with sera coiiected from optic neiwe injured
rats(n = 6) at the time of perfusion (5 weeks after commencement of the immunization
regimen). Protein samples were separated by SDS—poiyacrylamide gel electrophoresis
(SD$—PAGE) (7.5% acrylarnide), transferred to nitroceilulose membranes, and incubated
with sera from SCH-or LH-vaccinated animais overnight at room temperature. Transfer
efficiency was verified by Ponceau red staining. Spinal cord protein sampies used for
electrophoresis were prepared in sample buffer and 50 ig of protein was ioaded in each
well. Purified native myeiin-associated giycoprotein (MAG) was obtained from bovine
myeiin after extraction in 1% octylgiucoside and separation by ion exchange
chromatography as described previousiy (McKerracher et ai., 1994). Lysates from COS-7
celis transfected with either control vector, NogoA vector, or Nogo-66 receptor (NgR)
vector were prepared in Tris-buffered saline with 1% Triton X-100 as described(Fournier et
al., 2001; GrandPre et al.,
2000) and were generously provided by D. Strittmatter (Dept. of Neuroiogy, Yale
University). A commercial preparation of mixed chondroitin suiphate proteogiycans
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(C$PG; Chemicon, Temecula, CA), that includes neurocan, versican, aggrecan, and
phosphocan, was digested for 1 h at 37°C with 0.3 U/mg chondroitinase ABC (Sigma,
Oakville,
ON) and 4 tg was loaded in each well. Proper digestion of CSPG was detected by
Coomassie blue staining. For non-denaturing PAGE (ND-PAGE), proteins prepared in
sample buffer lacking -mercaptoethano1 and SDS were separated in SDS-free mnning
buffer at 4°C. Afier incubation with vaccinated animal sera (diluted 1:150—$000), rat IgG
and IgM were detected with either biotinylated or HRP-conjugated secondary antibodies.
Several different secondary antibodies were tested for each experiment: an HRP-conjugated
goat anti-rat IgM (1:10,000—20,000; Bethyl Labs.), an HRP-conjugated rabbit anti-rat IgG
fc (1:10,000; Bethyl Labs.), an HRP-conjugated Affinipure rabbit anti-rat IgG+IgM (H+L)
(1:10,000—20,000; Jackson Labs.), a biotinylated goat anti-rat IgG+IgM (H+L) (1:5000;
Jackson Labs.), a biotinylated polyclonal mouse anti-rat IgG(H+L)(Ï:5000—15,000; Zymed
Labs., San Francisco, CA), and a biotinylated mouse anti-rat IgM (p. chain) (1:1000 —
10,000; Zymed Labs.). Biotin was detected with HRP-conjugated streptavidin (1:5000 —
30,000; Zymed Labs.). For SD$ or ND-PAGE, MAG was detected with monoclonal
antibodies Gens3 Nobile-Orazio et al., 1924) or 513 (2 ng/ml;
MAB1 567; Chemicon), respectively, followed by an HRP-conjugated goat anti-mouse IgG
(1:100,000 —300,000; Jackson Labs.). NogoA was detected with a polyclonal antibody(1
p.g/ml; Chemicon) followed by an HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:10,000; Jackson
Labs.). MBP was detected with a rat monoclonal antibody provided by Dr. P. Braun (Dept.
ofBiochemistry, McGill) (Groome et al., 1986) followed by an HRP-conjugated Affinipure
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rabbit anti-rat IgG+IgM (H+L) (1:10,000; Jackson Labs.). Antibody binding was
revealed with a chemiluminescence system (Pierce. Rockford, IL). Nonspecific binding of
secondary antibodies was closely followed in ail experiments, and ail blots were submitted
to a wide range (1 s to 1 h) ofexposure times.
Celi culture
Primary retinal neurons were isolated from P0 —P3 rats as described previousiy
(Lehmann et al., 1999). Test substrates were prepared by coating eight-well plastic chamber
slides(Nalge Nunc Inti.) with 25 jig/ml poly-L-lysine (Sigma) 2 h at 3 7°C, followed by
either 4 jig/chamber purifled bovine brain myelin dried ovemight at room temperature or
0.25 1g/m1 mixed proteoglycans (Chemicon) incubated ovemight at 37°C. Siides were
incubated with test sera, diluted 1:100 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
for 5 h at 37°C. After washing the siides with serum-free DMEM, dissociated celis were
plated and incubated at 37°C. In a separate experiment, dissociated celis were incubated
with sera (1:100 in DMEM) for 1.5 h,washed with serurn-free DMEM, and plated on
untreated myelin-coated chamber siides. In both experiments, slides were fixed 2 days afler
plating, with 4% paraformaldehyde and 0.5% gluteraldehyde, and neurons were identified
by immunocytochemistry using a 3III tubulin antibody (Sigma). The longest neurite per
neuron was measured (Northern Eclipse, Empix Imaging, Mississauga, ON).
Resuits
203
Regeneration of RGC axons after optic nerve microcrush
In a previous study, we have shown that optic nerve injury by microcrush lesion
effectiveiy axotomizes ail RGC axons and provides a weli-defined iesion site that ailows
precise measurements of anterogradely labeied axons (Selies-Navarro et ai., 2001). Here,
we have used the microcrusli model to examine the potential of a vaccine approach to
stimulate axon regeneration in the aduit optic nerve. We immunized Sprague—Dawiey rats,
a strain with very iow susceptibiiity to EAE (Levine and Wenk, 1961), with a regimen of
multiple injections known to stimuiate polyreactive antibody production, desensitize T celis
reactive to spinal cord seif-antigens, and suppress EAE (Alvord et al., 1965; Asakura et ai.,
1996; Miller et al., 1994). Therefore, we injected rats twice a week for 3 weeks before
injuring the optic nerve. We then continued immunizations for another 2 weeks, at which
time we analyzed optic nerves for axon regeneration. Intravitreal injection of the
anterograde tracer choiera toxin
. subunit (CTB), 24 h before perfusion, allowed injured
axons to be identffied by immunofluorescence. Anterogradely transported CTB does not
label spared RGC axons (Eiiezam et al., 2002), presumabiy because it accumulates at nerve
terminais in the brain. We oniy detected few or no axons past the lesion site in animais
immunized with the control vaccine (Fig. 13). In contrast, we detected many axons across
the lesion site and into the white matter in animais immunized with the SCH vaccine (fig.
lA). We counted the number of axons that grew different distances past the lesion site and
determined that SCH vaccination significantly enhanced regeneration for distances up to
250 im (Fig. 2A). We also measured the Iength of the iongest regenerated axon in each
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animal. Axons that had regenerated long distances had grown significantly farther in
animais vaccinated with SCH as compared to LH controls (Fig. 23).
Antibody reaction following vaccination
Time course of JgG and IgM production
Earlier studies have reported that a regimen of multiple vaccinations with $CH in
IfA leads to sustained elevation of serum antibodies in guinea pigs (Alvord et al., 1965;
Lisak et al., 1970). We have also shown that, in mice, this vaccine regimen leads to
increased levels of serum IgG and IgM, and specifically myelin-reactive antibodies (Huang
et al., 1999). To examine the time course of IgG and IgM production, we took blood
samples twice a week and tested the isolated serum by ELISA for the concentration of IgG
and IgM. We observed a graduai elevation of both IgG and IgM during the first 2 weeks
(Fig. 3). Serum levels of IgM decreased thereafter, whereas IgG levels stayed high,
continuing to increase afier 3 weeks. This shows that, in rats, multiple vaccinations with
SCR in IFA leads to elevated serum antibodies and suggests that this elevation is accounted
for by both IgG and IgM class antibodies.
Antibody binding to spinal cord homogenate and growth-inhibitory proteins
We have previously reported that sera from immunized mice can bind to spinal cord
proteins on Western blots (Huang et al., 1999), but the immunoreactive proteins were not
identified. To further characterize this immune reaction, we have examined if antibodies in
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the sera of vaccinated animais can bind to various known growth-inhibitory proteins in
denaturing or non-denaturing conditions. We verified the presence or absence of specific
antibodies in the sera with secondary antibodies against rat IgG or IgM. To confirm resuits,
experiments were repeated with secondary antibodies from a number of sources. By SDS—
PAGE, we have tested MAG, recombinant NogoA, CSPG, MBP, and full SCH. While
serum IgG (Fig. 4A) and IgM (data not shown) bound to several spinal cord proteins, they
did flot bind to MAG (Fig. 4B) nor CSPG (Fig. 4C). Moreover, serum IgG (Fig. 4D) or
IgM (data not shown) detected two major bands in extracts of COS-7 cells used to produce
NogoA but did not detect an l $0-kDa band characteristic of NogoA (Fig. 4D) (GrandPre
et ai., 2000). In contrast, the sera of some $CH-treated animais contained high amounts of
antibodies against MBP (Figs. 4E and 5), whereas no such antibodies were detected in LH
treated controls. In sera of LH-treated controls, some IgG (Fig. 4A) and IgM (data flot
shown) bound to spinal cord proteins but they showed different binding patterns than sera
from $CH-vaccinated animais. Since $CH-vaccinated animais were immunized with full
SCH, which contains neuronal antigens, we also tested for the presence of antibodies
against NgR. In celi lysates containing recombinant NgR, two CO$-7 proteins were
detected by IgG from the sera of SCH-treated rats but no band was detected at 70 kDa, the
apparent molecular weight ofNgR (Foumier et al., 2001).
Since the polyclonal antibodies produced by our immunization protocol might flot
bind to certain protein epitopes afier denaturation and separation by SDS—PAGE, we also
tested the sera on MAG, NogoA, and NgR in non-denaturing electrophoresis conditions
and by ELISA. On non-denaturing Western blots, MAG was detected with the 513 Iv1AG
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antibody (fig. 4f). However. a similar band could flot be detected by either rat IgG-or
IgM-specific secondary antibodies after incubation with sera of SCH-treated animais (fig.
4f). On non-denaturing preparations of celi lysates containing eïther recombinant NogoA,
NgR, or the vector atone, ail band patterns were similar, suggesting unspecific binding of
serum antibodies to the COS-7 ceil preparation (Fig. 4G). The band obtained afier
incubation with a polycional NogoA antibody could flot be detected in blots incubated with
sera (fig. 4G).
To further our analysis of serum antibodies, we measured binding of JgG and IgM
to full $CH or more specifically to CS?G, MAG, NogoA, NgR, and MBP by indirect
ELISA. Not surprisingly, sera from SCH-treated animais contained more antibodies
binding to full SCH than sera from LH-treated animais or preimmune serum (fig. 5). As for
specific antigens, serum from three of the five SCH-treated animais analyzed contained
highly increased concentrations of MBP antibodies compared to control sera. In contrast,
detection of antibodies to CSPG, MAG, NogoA, and NgR after treatment with SCH was
not significantly different from that observed with LH or preimmune sera. These resuits
show that the vaccination protocol does flot lead to the production of detectable amounts of
antibodies against known growth-inhibitory proteins of myelin or the glial scar, although
antibodies against MB?, one ofthe major myeÏin proteins, were detected.
Antibody binding in the optic nerve
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We have previously reported the detection of more intense 1g binding in the
spinal cord of injured mice vaccinated with SCH compared to that in injured mice treated
with adjuvant alone (Huang et al., 1999). To determine the extent of antibody penetration in
the microcrushed optic nerve, and to examine whether vaccination with SCH caused more
antibodies to bind to the optic nerve matrix than control vaccinations with LH, we
processed optic nerve sections for immunofluorescent detection of IgG and IgM. We found
that penetration and binding of IgG in optic nerve were similar in $CH-vaccinated (Fig.
6A) and LH-vaccinated rats (Fig. 63). The same was true for IgM (data flot shown).
Antibody penetration and binding was highest at the lesion site and gradually decreased
over an -l -mm distance (fig. 6A and B).
Effect of SCH antiserum on RGC neurite outgrowth
We have previously shown that serum from SCH-treated mice promotes neurite
outgrowth on myelin substrates in vitro and that this effect is lost when antibodies are
depleted from the serum (Huang et al., 1999). To determine if antibodies from SCH-treated
rats promote RGC neurite outgrowth on inhibitory substrates in vitro, and to further
understand how antibodies exert that effect. we examined how SCH antiserum affects
neurite outgrowth on different inhibitory substrates. Thus, before plating RGCs, we
preincubated myelin or CSPG substrates with either SCH antiserum or control sera.
Consistent with our previous resuits (Huang et al., 1999), pretreatment of myelin substrates
with SCH antiserum blocked growth inhibition while control sera had no effect (fig. 7).
Pretreatment of CSPG substrates with the same SCH antisera did flot block growth
208
inhibition, supporting our finding from Western blots and ELISA that SCH antisera is
flot enriched in antibodies that recognize CSPG.To examine whether a direct interaction of
serum antibodies with neurons could precede binding to myelin components and stimulate
growth, we incubated RGCs with SCH antiserum. washed away the antiserum with media,
and plated celis on myelin or CSPG substrates (data not shown). This treatment did flot
block growth inhibition. These resuits suggest that antibody binding to myelin instead of
axonal components is necessary to promote growth.
RGC survival after optic nerve microcrush
Previous studies have shown that, in susceptible strains of mice or rats. a classical
active immunization protocol (i.e., an initial injection plus a booster 1 week later), with
CNS constituents emulsified in a mycobacteria-supplemented adjuvant, can increase RGC
survival afier severe (Fisher et al., 2001) optic nerve crush. This led us to test whether
survival of RGCs, after complete axotomy by optic nerve microcrush, is also increased in
animaIs vaccinated following our protocol. In animals undergoing vaccination, we
retrogradely labeled RGCs by applying FÏuorogold to the superior colliculi, and a week
later performed an optic nerve rnicrocrush lesion. We examined the retinas 2 weeks afier
optic nerve crush. Celi counting in both the left, operated retina, and the right, control
retina, allowed us to express survival of injured RGC as a percentage of celi density in the
contralateral uninjured eye (Fig. 8). Two weeks afier crush alone, only 10% (±1%) RGC
survived. Similarly, in animals that were vaccinated, the average survival rate was 10%
(±1%) for LH controls and 8% (±1%) for rats treated with SCH. The slightly inferior
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average survival rate in SCH-treated animais was not statistically significant (P> 0.5).
This demonstrates that immunization with SCH following our vaccination protocol does
flot lead to increased celi survival afler axotomy.
Discussion
We show here that repeated vaccination with homogenized spinal cord promotes
axon regeneration in the aduit optic nerve. However. contrary to our initial hypothesis
(Huang et al., 1999), our present resuits suggest that this effect on regeneration is flot
mediated by antibodies against growthinhibitory proteins. Furthermore, comparison
between vaccination with SCH and LH suggest that antibodies to major myelin proteins,
such as MBP, might contribute to the efficacy ofthe vaccine.
We have previously reported the use of a SCH vaccine to stimulate regeneration of
the corticospinal tract in adult mice (Huang et al., 1999). In those experiments, immunized
animais had elevated serum levels of IgG and IgM, and a higher concentration of
circulating myelin-reactive antibodies compared to controls, resuits consistent with the
sustained elevation in antibody titers described in the original studies on this vaccination
protocol and its EAE-suppressing properties (Alvord et al., 1965; Lisak et al., 1970). Here,
we show that immunizing rats with SCH leads to a graduai increase in both IgG and IgM,
with IgM levels peaking at 2 weeks and IgG levels stili increasing afier 3 weeks. We show
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further that serum antibodies bind spinal cord extracts on Western blot and by ELISA.
We have shown previously (Huang et al., 1999) and support here that antibodies obtained
through this protocol also bind to white matter in vivo and overcome growth inhibition on
myelin in vitro, indicating that the effect on regeneration is antibody-mediated.
Because we initially hypothesized that the effect of vaccination on regeneration was
mediated by antibodies against growth-inhibitory proteins, and because sera from SCH
immunized mice blocked myelin-derived growth inhibition in vitro, we tested the sera of
SCH rats for the presence of antibodies against myelin inhibitors. Surprisingly, we could
flot detect MAG or Nogo-A antibodies from these rats, either on Western blot or by ELISA.
To test whether antibodies were directed at inhibitors associated with the guai scar, we
examined the serum of SCH-treated rats for antibodies against CSPG. It is known that some
CSPG are expressed at basal levels in the aduit spinal cord (Jones et al., 2002a; Pindzola et
al., 1993; Wang et al., 1997), and therefore immunizÏng with full SCH could stimulate the
production of antibodies against CSPG. Nevertheless, antibodies against CSPG were not
detected in the serum of SCH-treated rats, and immune sera did not promote neurite
outgrowth on CSPG substrate.
How then can we explain the better regeneration seen in rats vaccinated with SCH,
and the better neurite outgrowth on myelin substrates pretreated with SCH antiserum?
Since SCH also includes many neuronal antigens, the effect of the SCH vaccine couid be
rnediated by antibodies against neuronal epitopes, such as receptors for growth-inhibitory
211
molecules. Glycosylated extracellular portions of receptor molecules are known to be
very immunogenic. Antibodies might stimulate axonal growth by acting as ligands or by
helping dimerize receptor tyrosine kinases. Application of antibody IN-1 was recently
shown to induce sprouting in uninjured aduit central neurons (Buffo et al., 2000),
supporting the concept that antibodies may stimulate growth by acting on neurons directly.
Our results show no detectable amounts of NgR antibodies in the serum of immunized rats,
but we did flot examine immunoreaction to other receptors. Preincubating RGCs with SCH
antiserum before plating them on myelin did flot affect growth inhibition, which suggests
that antibodies do flot block receptors for inhibitory molecules. These experiments cannot
rule out the possibility that serum antibodies help dimerize receptors that promote neurite
outgrowth. However, if antibodies acted directly on neurons, SCH antiserum would have
been expected to overcome growth inhibition similarly on both myelin and CSPG
substrates.
While immunization with SCH did flot lead to detectable levels of antibodies
against known growth inhibitors, it did lead to high titers of antibodies against MBP in
some rats. This is actually flot surprising since MBP constitutes 35% of CNS myelin
(Quarles et al., 1997), while MAG and NogoA are minor components. Thus, it is possible
that antibodies produced to the most abundant myelin proteins contribute to changing the
optic nerve to a more favorable growth substrate. Antimyelin antibodies might first bind
myelin and then interact with neurons through membrane receptors to stimulate growth.
Altematively, antibodies bound to myelin proteins could simply provide an artificial
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growth-permissive substrate. We have shown here that large quantities of serum IgG
and IgM leak from the compromised blood brain barrier and are retained in lesioned optic
nerve, potentially acting as substrate. Although there was an overail similar antibody
penetration in SCH-and LH-treated rats, in contrast to the increased penetration of
antibodies described in mice vaccinated with SCH compared to adjuvant alone (Huang et
al., 1999), only SCH-treated rats demonstrated regeneration. Together, our resuits indicate
that myelin components,perhaps including lipids, are important for a pro-regenerative
vaccine.
Although vaccination with SCH stimulated significant regeneration across the lesion
site, few axons regenerated long distances in the optic nerve white matter compared to what
was observed in mouse spinal cord (Huang et al., 1999). This is consistent with a previous
study that showed a given regenerative strategy can lead to axon growth distances almost
one order of magnitude longer in the spinal cord compared to optic nerve (Bartsch et al.,
1995). Interestingly, the longest regenerated axon in SCH-treated rats was detected at D 1
mm from the lesion site, a distance that corresponds to the range of 1g infiltration in the
optic nerve. Therefore, the limited permeability of the optic nerve far from the lesion site
might hinder the penetration of reactive antibodies and thus limit their effect. Moreover, it
is known that in all optic nerve lesion paradigms the number of RGCs available for growth
promoting treatment falis very quickly afier axotomy (Villegas-Perez et al., 1993). Here,
we have shown that a microcrush lesion of the optic nerve leads to the death of —9O%
RGCs by 2 weeks, and the cell death was not prevented by vaccination with SCH.
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Schwartz and colleagues have shown that a vaccination with myelin-derived
peptides can lead to neuroprotection of axotomized RGCs (Fisher et al., 2001). They used a
conventional immunization protocol, with mycobacteria-containing complete freund’s
adjuvant, to sensitize T celis reactive to CN$ autoantigens. Activated T ceils were thought
to mediate the vaccine’s effect on RGC survival (Fisher et al., 2001; Yoles et al., 2001).
However, new experiments with transgenic mice overexpressing CNS-reactive T ceils have
now raised the question whether those ceils actually afford any neuroprotection (Jones et
al., 2002b). Our repetitive vaccine protocol with SCH in a mycobacteria-free adjuvant was
designed to desensitize T celis reactive to CNS proteins (Alvord et al., 1965). We show
here that our SCH vaccine does not stimulate RGC survival. Another difference between
the two vaccination protocols is their different influence on regeneration. While we
reported previously (Huang et al., 1999), and confirm here, that our repeated vaccination
protocol stimulates regeneration. the protocol used by Schwartz and colleagues was flot
reported to affect fiber regeneration.
The relationship between neuronal regeneration and survival is flot fiuly understood
(Goldberg and Barres, 2000). However, recent studies suggest that supporting survival
alone is flot sufficient to promote axon regeneration. for example, in mice overexpressing
the antiapoptotic bd-2, RGC survival after axotomy is remarkable, yet spontaneous axon
regeneration does not occur (Chierzi et aI., 1999) and PN graft-induced regeneration is flot
enhanced compared to wild-type mice (moue et al., 2002). On the other hand, whether
stimulating regeneration at the level of the eut axon is sufficient to promote ceil survival in
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the retina has flot been carefully studied. Our resuits show that stimulating regeneration
of cut axons by vaccination is flot sufficient to promote RGC survival. Thus, the limited
regeneration we observed following vaccination might be enhanced by combining the pro
regenerative vaccine with prosurvival agents.
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Figures
Figure 1. Vaccination with SCH stimulates axon regeneratin in the aduit rat optic
nerve.
Figure 1. Vaccination with SCH stimulates axon regeneration in the aduit rat optic nerve. (A)
Longitudinal section of optic nerve from a SCH-treated rat, showing microcrush lesion site (an-owheads) and
anterogradely labeled axons regenerating across the lesion and into white matter. (B) Section from a control
LH-treated rat, showing no axon regeneration past the lesion site. (A) and (B) Two weeks after injury. Bar,
100 im.
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figure 2. The SCH vaccine significantly enhances extent of regeneratïon.
A B
Figure 2. The SCH vaccine significantly enhances extent of regeneration. (A) Average number of
axons crossing a virtual une at different distances from the microcrush site on optic nerve sections from rats
immunized with (black) SCH or (white) LH. Stars indicate statistically significant differences from controls.
(B) Average distance regenerated by longest measured axon. (*P <0.05; *** <0.001; unpaired t test).
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Figure 3. Vaccination with SCH gradually leads to etevated serum immunoglobulins. Time
course of average increases in serum concentrations of (white circle) IgG and (black triangle) IgM, in rats
undergoing immunization with SCH compared to preimmune serum. Concentrations were measured by
quantitative sandwich ELISA.
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Figure 4. Antibodies against known growth-inhibitory proteins are flot detected in
animais vaccinated with SCH.
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Figure 4. Antibodies against known growth-inhibitory proteins are flot detected in animais
vaccinated with SCH. (A) Western blot showing, from Ieft to right, molecular weight markers, full SCH
stained with ponceau red, and full SCH incubated with an HRP-conjugated anti-rat IgG either without serum,
as control, or with serum from a rat vaccinated with SCH or LH, respectively. (B) Western blot of purified
native MAG after incubation with (left lane) serum from a SCH-treated rat (1:1000) and an anti-rat IgG or
with (right lane) MAG monoclonal antibody Gens3. (C) (lefi) Coomassie blue staining of a chondroitinase
digested CSPG mix following SDS— PAGE, and (right) Western blot of transferred CSPG afier incubation
with serum from a SCH-treated rat (1:1000) and an anti-rat IgG. (D) (left-hand biot) Western blot of CHO celi
lysates containing (left) vector alone, (middle) recombinant NogoA, and (riglit) recombinant NgR, afier
incubation with serum from a SCH-treated rat (1:1000) and an anti-rat IgG. Right-hand blot shows (ieft)
vector alone and (right) recombinant NogoA, after incubation with a NogoA antibody. NogoA migrates as an
1$0-kDa band (GrandPre et al., 2000) and NgR as a doublet at 70 kDa (Fournier et al., 2001). (E) Western
blot of bovine MBP after incubation with serum from a rat treated with (left) SCH or (middle) LH, followed
by an anti-rat IgG+IgM, or with (right) an MBP antibody. (F) Western biot of purified native MAG following
ND-PAGE, afier incubation with (left and middle) serum from a SCH-treated rat (1:500) and either an anti-rat
(left) IgG or (middle) IgM, or with (right) MAG antibody 513. (G) (left-hand blot) Western blot following
ND-PAGE of COS-7 ceil lysates containing (left) vector alone, (middle) recombinant NogoA, and (right)
recombinant NgR, shown after incubation with serum from a SCH-treated rat (1:500) and an anti-rat IgG.
Right-hand blot shows (left) vector alone and (right) recombinant NogoA, after incubation with a NogoA
antibody. Molecular weight standards (MW) in kDa are on the left. SC IgG, serum lgG from SCH-treated
rats; SC IgM, serum IgM from SCH-treated rats; LIV lgG, serum IgG from LH-treated rats; nMAG, purifled
native MAG; ŒMAG, MAG antibody; vect, vector; exp, ECL exposure time.
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Figure 5. Antibodies produced by SCH-treated rats bind to full SCH and MBP but
not to known growth-inhibïtory proteins.
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Figure 5. Antibodies produced by SCH-treated rats bind to full SCH and MBP but flot to
known growth-inhibitory proteins. Average indirect ELI SA
measurements of antibodies binding to total SCH, CSPG, MAG, NogoA, NgR, or MBP, in serum of rats
treated with (ciosed circles) SCH or (open circles) LI-I, or in (open triangles) preimmune serum. Each symbol
shows average resuit for individuai animais, with two separate experiments per serum sample.
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Figure 6. Vaccinating with either SCH or LII does not Iead to significantly
different patterns of antibody binding in the injured optic nerve.
Figure 6. Vaccinating with either SCH or LH does flot Iead to sïgnifieantly different patterns of
antibody binding in the ïnjured optic nerve. (A and B) Longitudinal section of optic nerve immunostained
for IgGs, 2 weeks after microcrush and immunization with (A) SCH or (B) LH. Antibody binding is maximal
on the lesion site (arrowheads) and graduatly decreases over a distance of—l mm. Bar, 250 im.
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Figure 7. Serum from SCU vaccinated animais blocks neurite growth inhibition on
myelin but flot on CSPG.
Figure 7. Serum from SCH vaccinated animais biocks neurite growth inhibition on myeiin but
flot on CSPG. Average RGC neurite Iength 48 h afier culture on substrates of (whïte) poly-L-lysine, (black)
purified myeiin, or (gray) mixed CSPG previousiy incubated with serum from animais treated with (SCHI—
SCH3) SCH or (LH1—LH2) LH, with (PI) preimmune serum, or with (NS) serum-frec culture media; On
myelin, neurite length was significantly greater when substrates were preincubated with SCH antiserum
compared to control sera (P <0.01; unpaired t test).
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Figure 8. Vaccination with SCH does not increase survival of RGCs after axotomy.
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Figure 8. Vaccination with SCH does flot increase survival of RGCs after axotomy. Average
rate of RGC survival 2 weeks after optic nerve micro-crush in (white) intact right retinas and in lefi retinas of
rats left (black) untreated or treated with a (dark gray) LH or (pale gray) SCH vaccine. The average ceil
density was 2377+41 RGC/mm2 in unoperated eyes, and 250+29 RGC/mm2 in axotomized eyes.
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